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RESUMO

O consumo de frutas minimamente processadas tem crescido consideravelmente nos ultimos
anos devido suas vantagens nutricionais e por estarem prontos para 0 consumo. Porém, a
presenca de microrganismos patogénicos nestes produtos € um risco para a saude dos
consumidores, pois sdo consumidos crus. O foco principal desta pesquisa foi avaliar in vivo a
eficiéncia de uma cobertura de quitosana adicionada de trans-cinamaldeido em meldo
(Cucumis melo L.) minimamente processado, sobre a microbiota prépria do meldo e do meldo
inoculado com Escherichia coli (ATCC 25922™) e Listeria innocua (ATCC 33090).
Inicialmente determinou-se a concentragdo inibitéria minima (CIM) e bactericida (CBM) do
trans-cinamaldeido a nivel in vitro para obter-se a concentracéo efetiva como antimicrobiano.
Posteriormente, 0os meldes foram minimamente processados e divididos em trés partes, sendo
uma sem inoculacdo, outra inoculada com E. coli e outra com L. innocua, sendo em seguida
imersos em dois tipos de cobertura: cobertura de quitosana de médio peso molecular (2%) e
em cobertura de quitosana de médio peso molecular (2%) com 0,05% de trans-cinamaldeido.
Como controles foram utilizados 0 meldo inoculado com &gua; inoculado com E. coli e
inoculado com L. innocua. Foram realizadas determinagédo de bactérias mesofilas, psicrofilas,
coliformes, bolores e leveduras nos meldes ndo inoculados e contagem de E. coli e L. innocua
nos melGes inoculados, nos tempos: 0, 3, 7, 14 e 21 dias de armazenamento a 4 °C. Ambas
coberturas apresentaram atividade antimicrobiana sobre E. coli, L. innocua, bactérias
mesofilas, psicrofilas, coliformes, bolores e leveduras, ndo ocorrendo entre elas uma diferenca
estatistica significativa (P>0,001). A cobertura com trans-cinamaldeido ndo apresentou maior

eficiéncia na acdo antimicrobiana com relagdo aos microrganismos pesquisados.

Palavras chave — Meldo minimamente processado. Coberturas comestiveis. Quitosana. Trans-

cinamaldeido. Atividade antimicrobiana. Listeria. Escherichia.
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ABSTRACT

The consumption of fresh-cut fruits have grown considerably in recent years due to its
nutritional advantages and because these are ready-to-eat products. However, the potential
presence of pathogenic microorganisms in these products is a health risk for consumers, as
they are eaten raw. The main purpose of this research was to evaluate in vivo the efficiency of
a chitosan edible coating added with trans-cinnamaldehyde applied to fresh-cut melon
(Cucumis melo L.), against fresh-cut melon’s own microflora and against Escherichia coli
(ATCC 25922™) and Listeria innocua (ATCC 33090). Firstly, in order to obtain the effective
antimicrobial concentration, the Minimal Inhibitory Concentration (MIC) and Minimal
Bactericidal Concentration (MBC) were obtained in vitro. Subsequently, the melons were
minimally processed and divided into three parts, the first part without inoculation, the second
part inoculated with E. coli and the third part inoculated with L. inocua; immediately, the
fresh-cut melon was immersed in two types of edible coating: a medium molecular weight
chitosan edible coating (2%) and a chitosan edible coating added with trans-cinnamaldehyde
(0.05%). Fresh-cut melon inoculated with water, inoculated with E. coli and inoculated with
L. inocua, was used as controls. The determination of mesophilic bacteria, psychrophilic,
coliform, yeasts and moulds was realized in non inoculated fresh-cut melon. In the other hand,
the counting of E. coli and L. innocua was realized in inoculated fresh-cut melon; these
microbiological analysis were done, in times: 0, 3, 7, 14 and 21 days of storage at 4 °C. Both
edible coatings showed antimicrobial action against E. coli and L. innocua, mesophilic,
psychrophilic, coliform bacterias, yeasts and moulds, no statistically significant difference
was found between them (P>0,001). The chitosan edible coating added with trans-
cinnamaldehyde (0.05%) do not show improved efficiency in its antimicrobial action,

regarding the microorganisms used in this research.

Key words - Fresh-cut melon, Edible coating, Chitosan, Trans-cinnamaldehyde,

Antimicrobial action, Listeria, Escherichia.
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1 INTRODUCAO

Nos altimos anos o consumo de frutas tem aumentado consideravelmente, devido
as suas propriedades nutricionais e baixo teor de calorias, tendo incentivado o crescimento da
industria de frutas minimamente processadas.

Este tipo de indUstria caracteriza-se por produzir produtos prontos para 0 consumo
e com caracteristicas similares ao produto natural, alterando principalmente seu estado fisico
original. Porém, este processamento minimo produz injurias nos tecidos favorecendo a
contaminacgdo por microrganismos deterioradores e patogénicos.

A presenca de microrganismos patogénicos neste tipo de produto € preocupante,
pelo fato de serem consumidos crus. Escherichia coli e Listeria monocytogenes tém sido
implicados em surtos de origem alimentar devido ao consumo de frutas, necessitando as frutas
minimamente processadas serem protegidas contra estas bactérias, visando sua inocuidade.

A utilizacdo de coberturas comestiveis em frutas minimamente processadas esta
sendo amplamente pesquisada, pois aumentam a vida de prateleira e permitem introduzir
antimicrobianos.

Os antimicrobianos de origem natural sdo os que estdo sendo mais estudados,
devido a sua aceitacdo pelos consumidores. O trans-cinamaldeido, como antimicrobiano
natural, resulta uma boa alternativa, porque tem um sabor agradavel e é um aditivo
geralmente reconhecido como seguro (GRAS), porém sua utilizacdo em alimentos € muitas
vezes limitada, devido a alteracGes sensoriais.

Uma opcdo interessante para minimizar alteracbes sensoriais deste
antimicrobiano, seria introduzi-lo em cobertura comestivel que ja tenha propriedades
antimicrobianas, tais como a cobertura de quitosana.

E importante estudar a atividade antimicrobiana da cobertura comestivel de
quitosana adicionada com trans-cinamaldeido aplicada em meldo “Cantaloupe”, visando
assegurar sua inocuidade, uma vez que este fruto possui caracteristicas que favorecem a

contaminagdo com microrganismos patogénicos.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Avaliar in vivo a eficiéncia da cobertura de quitosana adicionada com o
antimicrobiano trans-cinamaldeido em meldo (Cucumis melo L) minimamente processado
inoculado com Escherichia coli (ATCC 25922 ™) e Listeria innocua (ATCC 33090).

1.1.2 Objetivos especificos

= Determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM) e a concentracdo bactericida
minima (CBM) do trans-cinamaldeido contra Escherichia coli e Listeria innocua.

= Avaliar a atividade antimicrobiana das coberturas de quitosana e de quitosana com
trans-cinamaldeido sobre a microbiota propria do meldo minimamente processado.

= Avaliar a atividade antimicrobiana das coberturas de quitosana e de quitosana com
trans-cinamaldeido no meldo minimamente processado inoculado com Escherichia

coli e Listeria innocua.
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2 REVISAO DE LITERATURA

21 MELAO

Em relacdo a origem do meldo, ndo existe um critério homogéneo, alguns autores
0 consideram de origem asiatica, outros de origem africana, outros ainda de origem indiana
(devido a uma maior diversidade existente).

Dentro da ampla variedade de mel6es (Cucumis melo L), os mais produzidos séo
os melbes inodoros (Cucumis melo var. inodorus Naud) e os meldes aromaticos (Cucumis
melo var. cantaloupensis Naud).

Os meldes aromaticos “Apresentam aroma intenso, sdo mais doces que 0S
inodoros, porém de baixa conservacdo pos-colheita, sendo considerados fisiologicamente
como climatéricos” (BRAGA et al., 2008, p. 279), tem tamanho médio, com superficie
reticulada, verrugosa ou escamosa, e a sua polpa apresenta coloracdo alaranjada, salméo ou,
em alguns casos, verde (MENEZES et al., 2000 apud BASTOS, 2004, p. 5).

Uma das variedades mais cultivadas no mundo é o meldo Cantaloupe, devido ao
seu excelente sabor, e aroma (BASTOS, 2004, p. 6); caracteristicas que se conservam quando
sdo minimamente processados, € por esta razao que 0 meldo minimamente processado € muito
popular no mercado.

O meldo para ser processado deve apresentar uma serie de caracteristicas, como
ter um alto contetido de agucares® (colhido quando a metade do peddnculo est4 separado do
fruto, processo referido como 1/2 slip), a cavidade interior deve ser pequena, deve estar
selecionado e calibrado para poder ser descascado e cortado mecanicamente, a textura deve
ser crocante, a cor, sabor e aroma deve ser intenso e de vida pos-colheita de sete a dez dias
(NAMESNY, 2003, p. 33).

Um problema que apresenta o meldo é seu curto tempo de conservagdo, 0 que
dificulta sua comercializagdo. Geralmente, estes melGes em estado natural podem ser
conservados por uma semana a temperatura ambiente e duas semanas sob refrigeracdo
(ALMEIDA et al., 2001, p. 2); este mesmo problema se observa no produto minimamente
processado que tem uma vida de prateleira entre 5 a 7 dias devido a limitagbes
microbioldgicas, sensoriais e nutricionais (PASTOR-NAVARRO, 2010 p. 27).

' O contelido de aglicar no fruto ndo aumenta depois de realizada a colheita.
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Como o meldo minimamente processado € consumido cru, € um bom meio de
cultivo para microrganismos, é pouco acido (pH 5,2 a 6,7) 2, tem elevada atividade de agua
(aw 0,97 a 0,99) * é cultivado em contato direto com o solo e também pela reutilizacdo das
soluc@es sanitizantes, pode originar problemas sanitarios (NAMESNY, 2003, p. 34).

No periodo 2007 - 2009 a Organizacdo das NacOes Unidas para Agricultura e
Alimentacdo (FAO) e a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) se reuniram e estabeleceram
gue o meldo, junto com as bagas e o tomate, ocupam o segundo nivel de prioridade dentro dos
produtos basicos do setor de frutas e hortalicas frescas que apresentam maior preocupacao
para a salde publica sob a perspectiva da inocuidade microbioldgica (COMISION DEL
CODEX ALIMENTARIUS, 2011, p. 2).

Por tanto, destaca-se a necessidade de melhorar a seguranca microbioldgica desta

fruta tanto in natura como minimamente processada.

2.2 IMPORTANCIA DAS FRUTAS MINIMAMENTE PROCESSADAS

As frutas e hortaligas minimamente processadas foram introduzidas em paises
como Estados Unidos e Franca na década de 70 e 80, respectivamente e na America Latina na
década de 90. (BASTOS, 2006, p. 12; GONZALES-AGUILAR et al.,, 2004, p. 11,
JENNYLYND; TIPVANNA, 2010, p, 2). Houve um maior crescimento comercial destes
produtos nos paises mais desenvolvidos, como Estados Unidos e paises europeus, enquanto na
America Latina ainda apresenta um crescimento pequeno. Segundo Gonzéles- Aguilar et al.
(2004, p. 12) esta tendéncia deve-se ao consumidor que estd tomando consciéncia da
importancia de consumir frutas e hortalicas, ao acelerado ritmo de vida e a incorporacdo da
mulher no setor de trabalho®.

Lopez-Vazquez (2010, p. 2) indica que existem também outros fatores que
favorecem o consumo de produtos minimamente processados, tais como: quantidades mais
ajustadas a atual realidade das familias, aumento do nivel salarial e outros.

Este tipo de produto atende ao mercado de restaurantes, cozinhas industriais,
empresas de catering, hospitais e vendas a varejo, sendo comumente comercializado em

supermercados.

? Dado informado pela Food and Drug Administration (FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2001).

*1d., 2001.

* A introdugdo da mulher no mercado de trabalho provoca um aumento no consumo de alimentos fora do lar e a
busca de alimentos prontos para o consumo que economizam tempo e esforco (GONZALES-AGUILAR et al.,
2004, p. 12).
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Seu uso traz muitas vantagens, permitindo a padronizacdo do produto, poupando
trabalho, menor espaco de refrigeracdo, diminuicdo de desperdicios e aumento de
disponibilidade.

As frutas minimamente processadas mais consumidas nos Estados Unidos® sio as
descritas na Tabela 1, podendo encontrar-se no mercado em diferentes formatos, sendo os
mais comuns: cubos, fatias, rodelas, pedacos com ou sem pedunculo, descascados ou em
gomos (BASTOS, 2006, p. 12).

Tabela 1 - Frutas minimamente processadas mais consumidas nos Estados Unidos

Fruta %
Melancia 47,5
Saladas de frutas 14,2
Mel&o “Cantaloupe” 8,6
Abacaxi 7,5
Meldo “Honeydew” 2,7
Frutas tropicais 2,7
Citricos 3

Morangos 2

Macas 1,8
Outros Meldes 1,3
Outros 11,5

Fonte: Adaptada de Chryssogelos (2006, p. 11).

2.3 ELABORACAO DE FRUTAS MINIMAMENTE PROCESSADAS

Os produtos minimamente processados sdo as frutas, hortalicas ou uma
combinacdo destas, que receberam um ou varios tratamentos suaves que alteraram seu estado
fisico original, mas mantém uma aparéncia e qualidade préximas ao produto fresco,
caracterizando-se por estarem prontas para 0 consumo ou parcialmente preparadas.

Existem também outras caracteristicas que os produtos minimamente processados

devem apresentar, as quais sao exigidas principalmente pelos consumidores: que sejam livres

>0 mercado de frutas minimamente processadas nos Estados Unidos, encontra-se plenamente consolidado
(LOPEZ-VAZQUEZ, 2010, p. 9).
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de defeitos, que tenham um grau de maturacdo 6timo e que possuam uma elevada qualidade
sensorial, nutricional, e sejam indcuas (LOPEZ-VAZQUEZ, 2010, p. 4).

Para a elaboracdo de frutas minimamente processadas deve-se trabalhar sob
higiene rigorosa e em ambiente climatizado & baixa temperatura’, aplicando-se processos
segundo o tipo de fruta e segundo as caracteristicas que se pretendem conseguir.

Geralmente o processo consiste em: lavagem, sanitizacdo, descascamento e corte,
embalagem e armazenamento. Cada uma destas etapas exerce um papel importante na
qualidade e seguranca microbioldgica do produto final.

A lavagem das frutas tem por objetivo retirar as sujeiras da superficie e reduzir a
carga microbiana inicial. E possivel diminuir até 1 ciclo log., no entanto, isto dependera de
outros fatores, tais como: a carga microbiana inicial, o tipo de microrganismo e o método de
lavagem. A utilizacdo de &gua para a lavagem melhora a qualidade do produto, mas também
pode ser uma fonte de contaminagdo com microrganismos patogénicos e deteriorantes
(BASTOS, 2006, p. 34).

A sanitizacdo da superficie tem a finalidade de auxiliar na eliminacdo de
microrganismos aderidos através do uso de produtos quimicos como: hipoclorito de sédio,
dioxido de cloro, peréxido de hidrogénio, acido peracético e ozbénio. A concentra¢do e 0
tempo de permanéncia dos compostos clorados dependeram das caracteristicas das frutas e da
microbiota dos produtos (BASTOS, 2004, p. 9).

O descascamento e o corte sdo cruciais porque se nao foram feitas com cuidado,
podem ser uma porta de entrada para muitos microrganismos deteriorantes e patogénicos
(BASTOS, 2004, p. 14; CORBO, 2010, p. 1144; LAMINKARA, 2002, p. 57).

A embalagem tem por objetivo proteger o produto final contra danos do meio
ambiente e de futuras contaminagdes por microrganismos, e representa também um elemento
primordial para a aceitacdo do produto pelo consumidor, devendo ser armazenada e
refrigerada entre 4 a 7°C (BASTOS, 2004, p. 15, 16; BASTOS, 2006, p. 41).

Na area de processamento, é importante manter uma separacdo fisica entre a
denominada “area suja”, que compreende o setor de recepc¢do da matéria prima, de eliminacao
de desperdicios, e o setor de pré-lavagem do produto inteiro, da “area limpa”, onde se operam
em condic¢des mais estritas de assepsia e higiene e compreende as seguintes etapas: lavagem,

sanitizacdo, corte e embalagem, para evitar a contaminacéo cruzada (MOLTO, 2010, p. 12).

® Para retardar os processos de senescéncia que as operacdes de processamento desencadeiam nos tecidos
vegetais e no crescimento de microrganismos (MOLTO, 2010, p. 12).
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2.4 SEGURANCA MICROBIOLOGICA DE FRUTAS MINIMAMENTE
PROCESSADAS

A seguranca microbioldgica dos alimentos em geral € um aspecto de vital
importancia na industria de alimentos, que pode considerar-se como o principal fator da
qualidade do produto, pelos efeitos que tem sobre a vida de prateleira do produto e
especialmente pelos efeitos adversos que pode causar a saude humana (JENNYLYND;
TIPVANNA, 2010, p. 16).

Um dos principais riscos é a presencga de microrganismos patogénicos, que podem
causar doencas humanas, diretamente quando sdo consumidos em conjunto com o produto
(infeccdo) ou quando produzem toxinas ou substancias quimicas no produto antes de ser
consumidos (intoxicacdo) (JENNYLYND; TIPVANNA, 2010, p. 17).

As frutas minimamente processadas sdo consideradas alimentos de alto risco, por
serem consumidas cruas, sendo necessario fazer um estudo mais profundo que englobe a
origem da microbiota, identificando quais sdo 0s microrganismos, como também avaliando as

incidéncias e surtos associados a frutas in natura e minimamente processadas.

2.4.1 Origem da microbiota de frutas minimamente processadas

No seu estado natural, as frutas podem ser contaminadas no campo, com
microrganismos patogénicos que sdo amplamente relacionados com a agricultura, tais como:
Listeria monocytogenes, Salmonella, Clostridium e Escherichia coli (IFPA, 2001 apud
BASTOS, 2004, p. 21).

As fontes de contaminacdo no campo podem ser o solo, a agua de irrigacdo, a
adubacdo verde, compostagem inadequada, o ar, 0s animais selvagens ou domesticos e a
manipulacdo humana (FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2001).

Durante a colheita e pds-colheita as frutas podem ser contaminadas através de
contato com animais domesticos, com esteiras transportadoras, com superficies da area de
trabalho, com a agua de lavagem, com caixas e/ou monoblocos para embalagens, com pallets
e caminh@es utilizados para o transporte e também pelo contato com o pessoal de campo
(BASTOS, 2006, p. 30).

As frutas minimamente processadas podem sofrer contaminagcdo durante o

processamento, por varios meios: matéria prima, falhas durante as etapas de producéo, higiene
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e sanitizagdo inadequadas, equipamentos e utensilios, pessoal e ambiente da unidade
processadora (BASTOS, 2006, p. 30).

Os produtos minimamente processados sdo danificados especialmente na etapa do
corte. Durante esta etapa, tanto os microrganismos deterioradores como patogénicos, se
presentes, podem contaminar a superficie do fruto ou hortalica ou penetrar no tecido. Corbo
et al. (2010, p. 1144) ressaltam a importancia do corte na deterioracdo e proliferacdo
microbiana, uma vez que esta operacao aumenta a area de tecidos danificados.

Os danos nos tecidos provocam a liberacdo de enzimas que interagem com
substratos do fruto, aumentando a producgédo de etileno e estimulando a respiracdo. Essas
reacOes provocam a degradacdo da parede celular, a perda de agua, reducdo nos niveis de
hidratos de carbono, vitaminas e acidos organicos. Tudo isto favorece ao crescimento
microbiano na superficie de corte a medida que se tornam disponiveis estes fluidos
(JENNYLYND; TIPVANNA, 2010, p. 26).

Como na maior parte dos produtos frescos ou minimamente processados a
contaminacdo microbiana é superficial, & necessario um efetivo sistema de controle para
evitar o crescimento de microrganismos.

E importante ressaltar que os controles aplicados tenham como alvo os
microrganismos patogénicos, porque sua presenca no produto ndo é detectavel, uma vez que
eles ndo causam a deterioracdo do alimento a ndo ser em populagdes muito altas. Geralmente
as legislacdes requerem contagens microbianas muito baixas, que poderiam em alguns casos
comprometer a segurancga do produto, ja que na auséncia de microrganismos deteriorantes, 0s
microrganismos patogénicos poderiam se desenvolver mais facilmente por ndo ter competicao
pelos nutrientes (FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2001).

2.4.2 Microorganismos importantes em frutas minimamente processadas

Os microrganismos associados a frutas minimamente processadas podem variar
de acordo com o tipo de produto e as condicbes de armazenamento. A temperatura
desempenha um papel significativo na determinacdo da natureza da microbiota destes
produtos (JENNYLYND; TIPVANNA, 2010, p. 28).

Os microrganismos deterioradores mais encontrados em frutas minimamente
processadas sdo: bactérias acido lacticas, bolores e leveduras. Entre os patdgénicos estdo as
bactérias, virus e parasitas, tais como protozoarios. As bactérias sdo as de maior preocupacao

em termos de casos relatados e gravidade de doencas, destacando-se as bactérias
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psicrotroficas’ como Listeria, podendo-se encontrar também Salmonella spp., Shigella spp. e
Escherichia coli (JENNYLYND; TIPVANNA, 2010, p. 28).

2.4.2.1 Escherichia coli

Este microrganismo é um bacilo Gram negativo, ndo esporulado, mével, aerdbio e
anaerdbio facultativo. Apresenta crescimento 6timo no intervalo de 35a40°C e pH de 4,4 a
9® (BELL; KYRIAKIDES, 1998, p. 54, 57). Silva et al. (2010 p. 134) reportam que existem
cepas de E. coli capazes de crescer em alimentos refrigerados.

Seu habitat natural é o trato intestinal de animais de sangue quente, embora
também possa ser introduzida nos alimentos a partir de fontes ndo fecais. Estes organismos
sdo comuns nos ambientes de manufatura de alimentos, podendo se tornar parte da microbiota
residente, principalmente se as condic6es de limpeza séo inadequadas (SILVA et al., 2010, p.
134).

E importante ressaltar que “diversas linhagens de E. coli sdo comprovadamente
patogénicas para 0 homem e para os animais” (FRANCO; LANDGRAF, 2008, p. 50). Estes
microrganismos sdo capazes de produzir um amplo espectro de doengas, como infeccdo
urinaria, septicemia, meningites ou diarréias (RIVERO et al., 2004, p. 353).

As linhagens de E. coli consideradas patogénicas sdo agrupadas® em cinco classes:
E. coli entero patogénica classica (EPEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli
enterotoxigenica (ETEC), E. coli entero-hemorrdgica (EHEC), E. coli enteroagregativa
(EAQQEC) (FRANCO; LANDGRAF, 2008, p. 50).

E. coli entero-hemorragica (EHEC), dentre os isolados de E. coli que causam
doencas transmitidas por alimentos, é o grupo mais significativo com base na gravidade da
doenga (DOYLE; BEUCHAT; MONTVILLE, 2001, p. 193); O sorotipo O157:H7 produz
grandes quantidades de um ou mais toxinas potentes que causam danos severos no intestino,
como a colite hemorragica, caracterizada por colicas severas (dor abdominal) e diarréia, que €
inicialmente aquosa, mas torna-se sanguinolenta. Ocasionalmente, o vomito ocorre e a febre
pode ser leve ou estar ausente. A doenca dura em media 8 dias e todas as pessoas Sao

consideradas suscetiveis a colite hemorragica, mas as criancas pequenas e idosos parecem

7 Organismos que podem crescer em condicdes de refrigeracéo.

8 E. coli O157:H7 e 4cido resistente, sobrevivendo a valores de pH menores que 4,4 (BELL; KYRIAKIDES,
1998, p. 57).

° Agrupacdo feita com base nos fatores de viruléncia, manifestagdes clinicas e epidemiologia (FRANCO;
LANDGRAF, 2008, p. 50).
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progredir para sintomas mais sérios com maior frequéncia (FOOD AND DRUG
ADMINISTRATION 200-?c).

A dose infecciosa é desconhecida, mas a partir de uma compilacdo de dados de
surtos, estima-se que a dose pode ser semelhante a de shigella spp., ou seja, 10 UFC/g (FOOD
AND DRUG ADMINISTRATION, 200-7c).

A grande maioria de surtos atribuidos a bactéria E. coli O157:H7 tém sido
associado a carne mal cozida de hambdrguer e produtos lacteos. No entanto, os surtos também
foram associados a alface, cidra de maca ndo pasteurizada, meldo e brotos. E. coli O157:H7
cresce rapidamente em Varios tipos de frutas e vegetais crus, especialmente quando sdo
armazenados em temperaturas acima de 12 °C (FOOD AND DRUG ADMINISTRATION,
2001).

2.4.2.2 Listeria monocytogenes

L. monocytogenes é um “bacilo Gram positivo, ndo formador de esporo, anaerébio
facultativo” (FRANCO; LANDGRAF, 2008, p. 46), capaz de crescer de 0 a 45 °C, pH de 5,6-
9,6 e atividade de agua superior ou igual a 0,97 (DOYLE; BEUCHAT; MONTVILLE, 2001,
p. 385).

Segundo Silva et al. (2010, p. 261) “O reservatdrio primario parece ser o solo e a
vegetacdo, mas é amplamente distribuida no ambiente, encontrada no solo, &gua, fezes,
esgotos, plantas em decomposicao e silagem”.

Sabe-se que a maioria das L. monocytogenes sdo patogénicas em algum grau, e
gue causam uma doenca aguda conhecida como listeriose. Este nome é dado ao grupo geral
de distdrbios causados por este microrganismo, que podem ter um periodo de laténcia de
alguns dias até trés semanas'®. A dose infectante é desconhecida, mas acredita-se que varia
com a cepa e a susceptibilidade da vitima; sendo as mulheres gravidas, pessoas
imunocomprometidas, e pacientes com cancer as mais vulneraveis (FOOD AND DRUG
ADMINISTRATION 200-?d).

Sua capacidade de crescer em auséncia de oxigénio, em temperaturas de
refrigeracdo e por sobreviver em plantas de processamento a tornam um microrganismo de
interesse especial. (D*AMICO; DONELLY, 2008 apud HEALTH CANADA, 2010), sendo

seu controle dificil, principalmente nos alimentos que ndo sofrem tratamento térmico.

'° Doengas causadas pela L. monocytogenes incluem: septicemia, meningite, encefalite, infeccéo cervical ou intra-
uterina em gestantes, as quais podem provocar aborto (no segundo ou terceiro trimestre) (SAO PAULO, 2003).
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Existem relatos da incidéncia de L. monocytogenes em leite cru, queijo mole,
carnes frescas, ou congeladas, frango, frutos do mar, frutas e produtos vegetais (JAY, 2005, p.
524).

Alguns paises estabeleceram limites para a presenca de L. monocytogenes em
alimentos, especialmente em produtos prontos para o consumo. Os Estados Unidos exige
tolerancia zero em todos os alimentos e sob todas as circunstancias, no entanto, Alemanha,
Dinamarca e Canada nédo o exigem (JAY, 2005, p. 536; JENSON et al., 2009, p. 243).

A Comissdo Européia exige que os produtos prontos para consumo que sejam
capazes de suportar o crescimento de L. monocytogenes™ ndo possuam mais do que 100
UFC/g durante o seu periodo de vida util. No caso de alimentos destinados a lactantes ou para
fins medicinais especificos € exigida tolerancia zero (EUROPA, 2005, p. 13).

No Brasil, ndo ha um limite estipulado para L. monocytogenes para alimentos em
geral, mas de acordo com a Resolugdo RDC n° 12, deve existir auséncia deste patégeno em 25
g de amostra de queijo (BRASIL, 2001).

“A comissdo Internacional em Especificacbes Microbiol6gicas para Alimentos
(ICMSF), parece ter concluido que, se esse microrganismo ndo excede 100 UFC/g de
alimentos, este pode ser considerado aceitavel para individuos que ndo estdo sob risco” (JAY,
2005, p. 537).

2.4.2.3 Salmonella spp.

“Salmonella € um género da familia Enterobacteriaceae, definido como bastonetes
Gram negativos ndo esporogénicos, anaerobios facultativos (SILVA et al., 2010, p. 288). O
pH 6timo para sua multiplicacdo fica proximo de 7,0, sendo que valores superiores a 9,0 e
inferiores a 4 sdo bactericidas (FRANCO; LANDGRAF, 2008, p. 56). As temperaturas mais
baixas observadas para o crescimento foram de 5,3 °C para S. heidelberg e 6,2 °C para S.
typhimurium; temperaturas em torno de 45 °C foram descritas como temperaturas limite de
crescimento. Em relagdo a umidade disponivel, a inibicdo do crescimento foi observada em
valores de atividade de agua (a,) abaixo de 0,94 em meios com pH neutro e com a,, maiores,

os valores de pH podem ser menores (JAY, 2005, p. 550).

! Leite, produtos lacteos com alto teor de gordura (manteiga e creme de leite), queijos curados com umidade
>50% (cottage e ricota), crustaceos (camardo e caranguejo), frutos do mar defumados (peixes e moluscos
defumados), frutos de mar crus que serdo consumidos como sushi ou sashimi, muitos vegetais (couve, brécolis
e saladas verdes), frutas nao acidas (meldo, melancia, maméao), algumas saladas e sanduiches (particularmente
os que contém frutos de mar e as que séo preparadas em estabelecimentos de venda a varejo, sem acidificacdo
e/ou a adicdo de substancias antimicrobianas) (FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2008).
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Segundo a classificacdo taxonémica e nomenclatura, proposta por Ellermeier e
Slauch (2005 apud SILVA et al., 2010, p. 288) a qual foi adotada pelo CDC (US Center for
Disease Control and Prevention), ASM (American Society for Microbiology) e OMS
(Organizacdo Mundial de Saude) o género Salmonella esta composto de duas espécies,
Salmonella entérica e Salmonella bongori. “A Salmonella entérica esta subdividida em seis
subespécies: entérica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae e indica.”. A Salmonella
entérica subsp. enterica e definida também segundo a nomenclatura dos sorotipos em:
Salmonella entérica serovar Typhimurium, S. enteritidis, S. Typhi, S. paratyphi.

Franco e Landgraf (2008, p. 57) indicam que as doencgas causadas por Salmonella
costumam ser subdivididas em trés grupos: a febre tiféide, causada por Salmonella typhi, as
febres entéricas, causadas por Salmonella paratyphi (A, B, C) e as enterocoliticas (ou
salmoneloses), causadas pelas demais salmonelas.

A febre tiféide dura de uma a oito semanas e s acomete o homem, sendo
normalmente transmitida por agua e alimentos contaminados com material fecal humano. Os
sintomas sdo muito graves, e incluem septicemia (multiplicacdo da Salmonella no sangue),
febre alta, diarréia e vomitos. As febres entéricas podem durar no maximo trés semanas e
apresentam sintomas bastante semelhantes a febre tiféide, mas os sintomas clinicos sdo mais
brandos. As salmoneloses caracterizam-se por sintomas que incluem diarréia, febre, dores
abdominais e vomitos. Os sintomas aparecem, em media, entre 12 e 36 horas ap0s o contato
com o microrganismo, durando entre um e quatro dias. Nas criangas pequenas e recém-
nascidos, a salmonelose pode ser bastante grave, ja que a Salmonella pode atingir a corrente
circulatéria e provocar lesdes em outros 6rgdos. No adulto, algumas patologias, quando
presentes, podem agravar a doenca.* A dose necessaria de Salmonella para causar esta
doenca dependera do sorotipo de Salmonella envolvido, da competéncia dos sistemas de
defesa inespecificos e especificos do individuo afetado e das caracteristicas do alimento
envolvido™, podendo ser necessario entdo uma ingestio de um numero elevado (>10%) ou de
50 células/g (FRANCO; LANDGRAF, 2008, p. 57).

Esta bactéria encontra-se naturalmente em animais e no ambiente, sendo as

principais fontes: a 4gua, o solo, as fezes de animais, os insetos e as superficies de

2 A salmonelose num individuo com esquistossomose caracteriza-se por bacteremia (circulacdo do
microrganismo pelo sangue), febre de evolugdo prolongada, anemia e esplenomegalia. Individuos aidéticos
ou com outras deficiéncias imunol6gicas podem ter salmoneloses muito graves (FRANCO; LANDGRAF,
2008, p. 57).

3 Em alimentos com elevado teor lipidico, as salmonelas ficam “protegidas” dentro de globulos de gordura, ndo
sendo afetadas pelas enzimas digestivas ou pela acidez gastrica (Id., 2008, p. 57).
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equipamentos e utensilios de fabricas e cozinhas. A doenca geralmente é contraida através do
consumo de alimentos contaminados de origem animal, principalmente a carne bovina, a
carne de aves, 0s ovos e 0 leite. Os vegetais contaminados com esterco também tem sido
implicados na transmissdo. A bactéria atinge toda a cadeia de producéo de alimentos, a partir
dos produtos primarios. J& tendo sido implicados com salmoneloses: peixes, produtos de
confeitaria recheados com cremes, gelatina desidratada, cacau, chocolate, coco e os molhos e
coberturas para saladas ndo industrializadas e preparadas com ovos crus (SILVA et al., 2010,
p. 292, 293).

2.4.3 Surtos e incidéncias de bactérias patogénicas associadas a frutas “in

natura” e minimamente processadas

Os relatos de surtos de origem alimentar relacionados com produtos frescos
contaminados sdo maiores nos Ultimos anos. Isto pode dever-se principalmente a um maior
consumo de produtos frescos, as mudancgas na producdo e ao maior interese destes produtos
por parte dos funcionérios da saude.

Uma grande variedade de bactérias, virus e parasitas tem sido relacionados a
surtos™ de doencas associadas as frutas frescas (FOOD AND DRUG ADMINISTRATION,
2001). Conforme Raybaudi-Massilia et al. (2009a, p. 159) de 1954 até 2005, a maioria dos
surtos foram associados a diferentes sorotipos de Salmonella e E. coli O157:H7, e os veiculos
para estes microrganismos foram melancias, meldes, mangas, morangos, péras e saladas de
frutas.

A comissdo do Codex alimentarius ressalta que os meldes “Cantaloupe”, meldes
de pele lisa e melancias sdo implicados a doencgas transmitidas por alimentos contaminados
comumente com Salmonella entérica, Escherichia coli enterohemorragica e norovirus.
(COMISION DEL CODEX ALIMENTARIUS, 2011).

Ultimamente, Listeria monocytogenes foi responsavel por um dos maiores surtos
nas ultimas décadas, nos Estados Unidos em setembro de 2011. O Centro para controle e
prevencdo de doencas dos Estados Unidos, relatou que 146 pessoas ficaram doentes, 142
hospitalizadas, 30 morreram e ocorreu um aborto espontaneo em uma mulher gravida,
decorrente do consumo de meldo “Cantaloupe” contaminado com este microrganismo
(CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2011).

" Surto é quando duas ou mais pessoas tem a mesma doenca causada pelo mesmo alimento ou bebida
contaminada (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2011).
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Resultados de diferentes pesquisas demonstraram que microrganismos
patogénicos podem sobreviver e crescer em frutas minimamente processadas, por exemplo, a
laranja minimamente processada mostrou ser um adequado substrato para crescimento de L.
monocytogenes (CAGGIA et al, 2009, p. 64), péssegos minimamente processados
armazenados a 10 °C mostraram ser um bom substrato para o crescimento de E. Coli
0157:H7, Salmonella e L. innocua (ALEGRE et al., 2010, p. 867), e no fruto do cactus
minimamente processada e armazenada em atmosfera modificada a 4 °C foi registrado o
crescimento de Listeria monocytogenes e E. coli 0157:H7 (CORBO et al., 2005, p. 166, 169).

2.5 METODOS DE CONTROLE

Como a contaminagdo com patdgenos pode ocorrer em qualquer fase da sua
producgédo, colheita, manuseio, processamento, armazenamento ou distribuicdo para os
consumidores, devem ser aplicadas estratégias que permitam minimizar 0S riscos
microbioldgicos: Aplicar boas praticas de agricultura entre o campo e a planta de
processamento minimo; aplicar boas praticas de fabricacdo para minimizar a contaminagéo do
produto na planta de processamento; implementar o controle e analises de perigos e pontos
criticos de controle (HACCP) que nos proporcionard uma estrutura para a identificagéo,
avaliacdo e controle de riscos (LAMINKARA, 2002, p. 58, 60; FOOD AND DRUG
ADMINISTRATION, 2001).

Belfiore et al. (2011, p. 141) ressaltam que no processamento de frutas
minimamente processadas ndo hd nenhum passo definitivo que elimine a presenca de
microrganismos patogénicos, sendo necessario aplicar uma combinacao de obstaculos.

Alguns controles aplicados durante o processamento minimo de frutas podem ser:
a sanitizacdo, as baixas temperaturas, as atmosferas modificadas, coberturas comestiveis, e
tratamentos fisicos ndo térmicos.

A sanitizagso com solucdes de cloro ou outras substancias'®, para descontaminar a
superficie das frutas inteiras, como também as frutas cortadas em concentracbes menores.
Porém a eliminacdo da microbiota propria do produto pode favorecer o desenvolvimento de
bactérias indesejaveis tais como L. monocytogenes, que cresce mais rapido em amostras
altamente desinfectadas (LAMINKARA, 2002, p. 44).

> Didxido de cloro, fosfato trissodico, peroxido de hidrogénio, 4cidos organicos e ozénio (RAYBAUDI-
MASSILIA et al., 20093, p. 158).
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Baixas temperaturas tém sido utilizadas para preservar a qualidade e prolongar a
vida de prateleira de produtos minimamente processados. Embora o0 armazenamento a frio
retarde muitos processos bioquimicos em alimentos, as reacdes enzimaticas, e 0 crescimento
de microrganismos psicrotroficos, continuam (LAMINKARA et al., 2000, p. 5955).

As atmosferas modificadas diminuem o crescimento microbiano, mantém as
propriedades nutricionais e retardam o escurecimento, mas ndo substituem a cadeia de frio,
nem inibem totalmente o crescimento microbiano (NAMESNY, 2003, p. 36), podendo crescer
L. monocytogenes, Aeromonas hydrophila se estiverem presentes (TAPIA; RAYBAUDI-
MASSILIA; MARTIN-BELLOSO, 2005, p. 117).

As coberturas comestiveis, além de proporcionar brilho ao produto tornando-o
mais atrativo ao consumidor, proporcionam uma capa protetora adicional que
tecnologicamente é equivalente a uma atmosfera modificada, que permite retardar a
deterioracdo e a maturacdo, a perda de agua, as mudangas de cor, a perda de aromas e pode
servir como transporte de sustancias como antioxidantes, estabilizantes e antimicrobianos.

Existem também outros tratamentos fisicos ndo térmicos que surgiram para
melhorar a seguranga microbioldgica e a qualidade de produtos minimamente processados
incluindo as frutas, tais como: a irradiacdo ionizante, alta pressao hidrostéatica, luz ultravioleta,
luz pulsada e ultra-som. Porém, para poder eliminar os microrganismos patogénicos, alguns
destes tratamentos requerem altas intensidades que poderiam causar mudancas adversas nas

propriedades sensoriais e nutricionais dos alimentos (ROSS et al., 2003, p. 125).

2.5.1 Coberturas comestiveis

As coberturas comestiveis podem ser definidas como uma camada fina de
material que cobre a superficie do alimento e pode ser consumido como parte do produto
(VARGAS et al., 2008, p. 496).

Para elaborar este tipo de coberturas devem-se utilizar aditivos permitidos para
uso alimenticio (FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 200-?a). E sdo trés os
ingredientes principais que devem estar presentes: um polimero, um solvente e um
plastificante (AVILA-SOSA; LOPEZ-MALO, 2008, p. 6).

Dentre os polimeros que podem ser utilizados estdo os polissacarideos, as
proteinas e os lipideos.

a) polissacarideos: como amido e seus derivados, alginatos, derivados da celulose,

carragena, quitosana, pectina e outros. Caracterizam-se por apresentar boas
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propriedades como barreira contra gases, por permitir passagem de umidade, e
também, por aderirem-se bem as superficies de frutas e hortalicas cortadas
(BALDWIN, 1999, p. 486);

b) proteinas: como colageno, gel, proteina do leite, trigo, gliten, proteina de soja,
zeina e outros. Apresentam uma estrutura que outorga melhor barreira contra
oxigénio, mas tem baixa resisténcia a agua (BALDWIN, 1999, p. 484);

c) lipideos: como cera, cera de abelha, cera de carnaiba, goma-laca,
triglicerideos, monoglicerideos acetilados, acidos graxos, e outros. Podem
restringir o intercambio do CO, e sdo uma boa barreira contra a umidade. No
entanto, formam coberturas com superficie gordurosa e propriedades sensoriais
indesejaveis, tais como gosto de cera e sabor rancoso (GUILBERT, 1986 apud
LIN; ZHAO, 2007, p. 65).

O solvente a utilizar-se, tem que ser indcuo e geralmente limita-se 0 uso a agua,
variando-se somente seus valores de pH para poder conseguir solubilizar o polimero
(GUILBERT; GONTARD; GORRIS, 1996 apud AVILA-SOSA; LOPEZ-MALO, 2008, p.
6).

O plastificante tem como objetivo proporcionar flexibilidade e certa resisténcia a
cobertura comestivel. Este tem que ser miscivel no polimero, e de grau alimenticio,
utilizando-se geralmente: sorbitol, glicerol, manitol, sacarose e polietilenglicol (BALDWIN,
1999, p. 489; SRINIVASA; THARANATHAN, 2007, p. 65).

Foram descritos os ingredientes necessarios para elaborar uma cobertura simples,
mas também podem ser feitas coberturas compostas que permitiram melhorar as propriedades
mecanicas e de barreira das coberturas que foram elaboradas a partir de um Unico material.

As coberturas compostas permitem aproveitar as vantagens de cada ingrediente.
Por exemplo, ao elaborar uma cobertura comestivel a partir de polissacarideos ou proteinas,
obteria-se a matriz estrutural da cobertura com barreira contra gases, e ao adicionar lipideos a
esta matriz obteria-se resisténcia ao vapor de agua (GUILBERT, 1986 apud NAVARRO-
TARAZAGA, 2007, p. 15).

Quando o lipideo é adicionado a matriz da cobertura comestivel, pode-se formar
uma cobertura emulsionada, onde o lipideo estd emulsionado na matriz ou pode-se formar
uma cobertura bicapa, onde o lipideo esta separado da matriz formando uma camada dupla
(NAVARRO-TARAZAGA, 2007, p. 15).

As propriedades das coberturas emulsionadas podem ser melhoradas adicionando

agentes emulsificantes nas formulacdes. Estes emulsionantes favorecem a formacdo da
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emulsdo e sua estabilizacdo, isto é, favorecem a dispersdo do lipideo na matriz da cobertura
comestivel, e melhoram a capacidade da cobertura para aderir-se ao alimento (NAVARRO-
TARAZAGA, 2007, p. 15). Alguns dos emulsificantes utilizados na formulacéo de coberturas
comestiveis sdo: acidos graxos, monoacilglicerois, lecitina e seus derivados, etilenoglicol,
monoestearato, glicerol monoestearato, ésteres de &cidos graxos e sorbitol ou Tweens e
ésteres de sacarose (BALDWIN, 1999, p. 489).

As coberturas comestiveis alem de conter ingredientes que formam a matriz
estrutural e os ingredientes para formar uma cobertura composta, tém também outros
compostos com diversas func¢des que ajudam a melhorar a qualidade do produto coberto; estes
compostos podem ser: antioxidantes, antimicrobianos, reafirmantes de textura, sabores
artificiais, cor e nutracéuticos (BALDWIN, 1999, p. 489).

Na formacdo de coberturas comestiveis, deve-se considerar que ocorrem duas
forgcas a nivel molecular. A primeira é a forca de coesdo que atua entre as moléculas do
polimero, e a segunda ¢ a forca de adesdo que se exerce entre a cobertura e o suporte onde
esta se formando (AVILA-SOSA; LOPEZ-MALO, 2008, p.7). O grau de coesdo dependera
da estrutura polimérica, do solvente utilizado, da temperatura e da presenca do plastificante
(AVILA-SOSA; LOPEZ-MALO, 2008, p.7; SRINIVASA; THARANATHAN, 2007, 65).

Respeito as propriedades funcionais das coberturas, sabe-se que elas mantém a
qualidade dos produtos recobertos, retardando as principais causas de alteracfes através de
diferentes mecanismos:

a) reduzir a migracdo de agua, solutos e gases que provocam modificacfes na
textura e influenciam na estabilidade dos alimentos sensiveis a oxidacdo de
lipideos, vitaminas e pigmentos (GUO, 1996, apud XIANGYOU;
CONGCONG; ZHANLLI, 2011, p. 769);

b) reduzir a taxa de respiracdo, a perda de peso, a ocorréncia de escurecimento
enzimatico durante a armazenagem, 0 que em geral aumenta a vida de
prateleira da fruta (VARGAS et al., 2008, p. 503).

c) reforcar ou manter a integridade estrutural do produto coberto (NAVARRO-
TARAZAGA, 2007, p. 12; SHAHIDI; ARACHCHI; JEON, 1999, p. 41);

d) reter compostos volateis (LIN; ZHAO, 2007, p. 66).

e) introduzir ingredientes funcionais tais como antimicrobianos, agentes
antioxidantes, nutracéuticos e ingredientes como sabor e cor (DIAB et al.,
2001, p. 989; PRANOTO; RAKSHIT; SLOKHE, 2005, p. 865).



30

As propriedades funcionais descritas dependerdo de vérios fatores tais como: a
matriz estrutural utilizada (conformacdo, peso molecular, distribuicdo de cargas); as
condi¢cdes nas quais foi elaborada a cobertura (tipo de solvente, pH, concentracdo de
componentes, temperatura, outras) e também do tipo e concentragdo dos aditivos
(plastificantes, agentes entrecruzantes, antimicrobianos, antioxidantes, emulsificantes, outros)
(BALDWIN, 1999, p. 479; QUINTERO et al., 2010, p. 95).

Ha diversas pesquisas que demonstram que as coberturas comestiveis podem
manter os aditivos adicionados na superficie do alimento durante mais tempo, permitindo que
estes atuem mais efetivamente do que quando séo aplicados em solugdes aquosas (mediante
dispersdo ou imersdo) (BALDWIN, 1999, p. 481). Estas observacfes incentivam que se
pesquise mais amplamente a incorporacdo de antimicrobianos as coberturas comestiveis para
prover estabilidade microbiol6gica aos alimentos e por tanto, estender a vida de prateleira do
produto e reduzir o risco de crescimento de patdgenos em sua superficie.

Os antimicrobianos adicionados podem ser sintéticos como 0s: benzoatos,
propionatos, parabenos, sorbatos, agentes de cura ou podem ser de origem natural como o0s
procedentes de animais (lactoperoxidase, lisozima, e quitosana), de vegetais (6leos essenciais,
aldeidos, ésteres, ervas e especiarias), e microbianas (nisina) (RAYBAUDI-MASSILIA et al.,
20094, p. 157).

Segundo Rodgers (2001, p. 276) a utilizacdo de agentes sintéticos na conservacao
de alimentos ndo é compativel com a imagem de produtos “frescos” ou naturais. Por tanto, a
alternativa mais atrativa é a utilizacdo dos agentes antimicrobianos naturais para produtos
minimamente processados.

Muitos destes compostos naturais apresentam potencial antimicrobiano em
estudos realizados in vitro. Porém, para sua aplicacdo como agentes conservadores em
alimentos, dois aspectos de extrema importancia devem ser considerados: mudangas nas
caracteristicas sensoriais do produto e interacGes entre estes compostos e o0s ingredientes
presentes nas coberturas. Frequentemente essas interacdes afetam o potencial antimicrobiano
destes compostos resultando em efeitos moderados ou até insignificantes na conservacdo dos
alimentos (DEVLIEGHERE; VERMEULEN; DEBEVERE, 2004, p. 711).

Um dos compostos antimicrobianos mais estudados é a quitosana, que além de
formar parte da estrutura da cobertura comestivel, também, em certas concentracdes, tem a
capacidade de inibir o crescimento microbiano (AVILA-SOSA; LOPEZ-MALO, 2008, p.10).
Outros compostos que estdo sendo amplamente estudados séo os 6leos essenciais.

Estes dleos apresentam propriedades antimicrobianas, antivirais, antifingicas, antioxidantes,
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antiparasiticas e inseticidas (BURT, 2004, p. 225). Ha relatos de que os 6leos essenciais e/ou
seus compostos ativos melhoram em certo grau as propriedades de barreira do filme. Rojas-
Grau et al. (2006, p. 9265) observaram que a adicdo dos Oleos essenciais de orégano
(Origanum vulgare), capim-limdo (Cymbopogon citratus) e canela (Cinnamomum céassia), na
solucdo formadora do filme de puré de maca (polissacarideo), além de terem atividade
antimicrobiana, melhoravam as propriedades de barreira do filme, diminuindo a
permeabilidade ao vapor de agua, aumentando a permeabilidade do oxigeno, mas ndo
alterando as propriedades de tensdo do filme. Em outra pesquisa, observou-se que somente a
incorporacdo de cinamaldeido™ em relacéo a outros 6leos e compostos ativos testados, teve
uma leve diminuicdo da permeabilidade ao vapor de agua (ROJAS-GRAU et al., 2007a, p.
637).

2.5.1.1 Quitosana

A quitosana é um polimero natural obtido por desacetilacdo da quitina, e é 0
polissacarideo mais abundante na natureza depois da celulose (AVILA et al, 2010, p. 74);
suas fontes principais sdo o exoesqueleto de muitos crustaceos, asas de insetos, paredes
celulares de fungos, algas etc., (HERNANDEZ-ALVARADO, 2009, p. 26).

Este polimero é constituido principalmente por unidades policatidnicas que
conferem caracteristicas Unicas de funcionalidade, as quais dependerdo principalmente da
fonte de obtengdo e do método de preparo. Segundo No et al. (2007, p. 97) as propriedades
funcionais da quitosana comercial estdo relacionadas com seu grau de acetilacdo e seu peso
molecular.

Entre as propriedades mais importantes da quitosana, cita-se: é solivel em acidos
minerais e organicos diluidos; ndo é soltuvel em pH superior a 6.0 e funciona somente em
sistemas 4&cidos, sendo uma propriedade relevante para sua aplicacdo em alimentos
(PIQUERO, 2010, p. 15); é bioabsorvivel e biodegradavel; ndo téxico'’ (RAAFAT et al.,
2008, p. 3764); tem propriedades antimicrobianas (NO et al., 2002, p 71) e também tem
propriedades dietéticas e metabdlicas (SUGANO et al., 1992 apud NO et al., 2007, p. 87).

No que se refere a seu estado legal, a Administracdo de Drogas e Alimentos (Food
and Drug Administration - FDA) dos Estados Unidos, no ano de 2005 admitiu a quitosana

18 Principal composto maioritario dos 6leos de canela (FRIEDMAN; KOZUKUE; HARDEN, 2000, p. 5702).
" A dose letal em ratos é superior a 16 g/dia/kg de peso corporal, o qual resulta ser mais alto que para a sacarose
(RAAFAT et al., 2008, p. 3764).
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derivada do camardo como uma substancia GRAS para uso em procedimentos cientificos em
alimentos em geral, em conformidade com as boas praticas de producio'® (FOOD AND
DRUG ADMINISTRATION, 2005). Porém, até agora ndo foi oficialmente proclamado como
substancia GRAS (RAAFAT; SAHL, 2009 apud JIANG, L., 2011, p. 11), mas paises como
Japéo e Coréia, utilizam a quitosana como aditivo alimentar ou suplemento (NO et al., 2007,
p. 87).

A quitosana pode ser aplicada em diversas areas, tais como: agricultura, inddstria
alimenticia, inddstria cosmética, medicina, em tratamentos de aguas, etc. Na industria
alimenticia a quitosana foi aplicada para a desacidificacdo e clarificacdo de sucos (SHAHIDI,
ARACHCHI; JEON, 1999, p. 37), em filmes e coberturas comestiveis (JIANG; NEETOO;
CHEN, 2011, p. 25; NO et al., 2007, p. 98), em alimentos dietéticos, como emulssionante,
como conservante, na microemcapsulacdo de substéncias alimenticias e para a imobilizacdo
de células e enzimas (DUTTA, P.; DUTTA, J.; TRIPATHI, 2004, p. 25).

Dentre as diversas aplicacfes da quitosana na area de alimentos, sua capacidade
de formar filmes e coberturas comestiveis como também suas propriedades antimicrobianas,
tém destaque neste trabalho de pesquisa.

A quitosana, como ingrediente de coberturas comestiveis, € ideal porque é
flexivel, transparente e resistente (WILES et al., 2000, p. 1175). Estas caracteristicas
dependerdo das concentracBes utilizadas, pois segundo Piquero (2010, p. 21), quando se
preparam solucdes de quitosana em concentragdes menores a 1%, estas s&0 pouco viscosas ou
diluidas e perdem facilmente sua coesdo, e em concentragdes entre 2 e 3 % as solucbes sdo de
elevada viscosidade, opacas e pouco homogéneas.

Lares-Velasquez (2008, p. 9) indica que antes de aplicar cobertura de quitosana
em frutos e vegetais, deve-se considerar: o tipo de quitosana a ser usada (grau de acetilagéo,
peso molecular e procedéncia), o 4cido utilizado para preparar as solucées aquosas™®, o pH do
meio, (tendo o cuidado de respeitar o pH natural do produto), a temperatura de
armazenamento, a presenca de outros compostos no produto (agucares, sais, proteinas e

outros).

® Deve-se considerar que as pessoas com alergia a marisco, mulheres gravidas ou mulheres amamentando

devem evitar 0 uso de produtos com quitosana (BARNEY 1998 apud RAYBAUDI-MASSILIA, 20094, p.
169).

Os acidos organicos que ajudam na diluicdo da quitosana podem ser: acido acético (PONCE et al., 2008, p.
300; YE; NEETOO; CHEN, 2008, p. 261; BEBERLYA et al., 2008, p. 535), acido lactico (BEVERLYA et
al., 2008, p. 535; DEVLIEGHERE; VERMEULEN; DEBEVERE, 2004, p. 708; JIANG, 2011, p. 21), 4cido
citrico (CAMPANIELLO et al., 2008, p. 993).

19
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A cobertura de quitosana permite prolongar a vida de prateleira dos alimentos e
controlar a decomposi¢do das frutas, porque diminui as taxas de respiracdo, inibe o
desenvolvimento de fungos e/ou retarda o amadurecimento (reduzindo o etileno e a formacéo
de didxido de carbono) (NO et al.,, 2007, p. 92). Lares-Veldsquez (2008, p.7) atribui a
preservacdo dos produtos recobertos com a cobertura de quitosana, a modificacdo da
atmosfera interna e da diminuicdo das perdas por transpiracdo. Segundo Bai, Huang e Jiang
(1988, p. 84) a modificacdo da atmosfera interna ndo chega a causar uma respiracao
anaerdbica, porque estes filmes sdo mais seletivamente permeéaveis ao O, do que ao CO..

Bosquez et al. (2000 apud Miranda et al., 2003, p. 331) indicam que a cobertura
de quitosana por ser um polissacarideo, pode reduzir os niveis internos de O, e elevar os de
CO,, permitindo prolongar a vida dos produtos frescos, podendo funcionar também como
uma barreira contra lipideos e contra compostos aromaticos, trazendo beneficios ao alimento
tais como: a retengéo de sabor, da textura, da cor, melhor aparéncia e reducdo da deterioragéo.
No entanto, esta cobertura apresenta a desvantagem de ser permeavel a umidade, problema
que pode ser resolvido com a adicdo de compostos hidrofébicos (WILES et al., 2000, p.
1175). Contudo, a eficiéncia da adi¢cdo do composto hidrofobico na cobertura base de um
hidrocoloide [Quitosana] dependera da obtencdo de uma capa lipidica homogénea e continua,
dentro ou sobre a matriz hidrocoloide (KARBOWIAK, DEBEAUFORT; VOILLEY, 2007, p.
887).

Existem diversas pesquisas sobre aplicacdo de coberturas de quitosana para
prolongar a vida de prateleira e melhorar a qualidade de frutas inteiras e minimamente
processadas, por exemplo: cobertura de quitosana aplicada em péssegos (Prunus persica L.
Batsch) armazenados a 23 °C diminuiu a taxa de respiracdo representada na producéo de CO,,
e a firmeza da fruta manteve-se ate o final de 12 dias de armazenamento (LI; YU, 2000, p.
271); solugdes de quitosana em morangos diminuiram lentamente a respiragdo, eliminando as
perdas por transpiracdo, a textura se manteve melhor com o tempo, a carga microbiana no
tempo permanece mais baixa nos frutos tratados com a quitosana e sensorialmente nao ha
diferencas apreciaveis entre os frutos tratados e os ndo tratados com quitosana
(DEVLIEGHERE; VERMEULEN; DEBEVERE, 2004, p. 703); a cobertura de quitosana em
morangos reduziu a deterioracdo e aumentaram a sua vida de prateleira (VARGAS et al.,
2006, p. 170).
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Segundo os resultados de Gonzales-Aguilar et al. (2005, p. 124, 126) a quitosana
de médio peso molecular comparada a quitosana de baixo peso molecular e alto, apresenta
melhores resultados com relaco ao indice de deterioracdo®, e a perda de firmeza.

Existem também outras pesquisas nas quais a atividade antimicrobiana da
quitosana é demonstrada, por exemplo: uma cobertura de quitosana (1,5% w/v) com metil
celulose (0,5%w/v) reduziram a populacdo de E. coli inoculado em meldo minimamente
processado armazenado a 10 °C em 1,3 ciclos Logio, no primeiro dia (SANGSUWAN;
RATTANAPANONE; RACHTANAPUN, 2008, p. 406). Quitosana (1 e 2%) de baixo e
medio peso molecular aplicado como cobertura comestivel a maméao armazenado a 5 °C
mostra efeito significativo na reducdo de bactérias mesodfilas e fungos (GONZALES-
AGUILAR et al., 2005, p. 130).

A acdo antimicrobiana da quitosana € influenciada por varios fatores: peso
molecular® (JEON; PARK; KIM, 2001, p. 71; NO et al., 2002, p. 71), grau de desacetilacio®
(TSAI et al., 2002, p. 175), tipo de bactéria (NO et al., 2002, p. 71), composi¢do quimica e
nutricional do substrato, e condigdes ambientais (atividade de agua, umidade ou ambos)
(DUTTA, et al.,, 2009, 1177). Outro fator importante mencionado por Devlieghere,
Vermeulen e Debevere. (2004, p. 711) é que a quitosana tem propriedades bactericidas
quando esta em meio acido (pH<5,5).

Uma das hipdteses mais aceita a respeito da atividade antimicrobiana da
quitosana, baseia-se em seu efeito sobre a permeabilidade da célula. As interacGes
eletrostaticas da quitosana carregada positivamente (poli-eletrélito catidbnico) com as
superficies celulares da bactéria carregadas negativamente, alteram as propriedades da
barreira da membrana dos microrganismos, produzindo uma perda de componentes
intracelulares como eletrolitos e proteinas (HELANDER et al., 2001, p. 243; JE; KIM 2006 et
al., p. 6631, 6632; MUZZARELLI et al., 1990, p. 2022). Segundo Li, Feng e Yang (2010, p.
148) a quitosana primeiramente incrementa a permeabilidade da membrana externa e

finalmente interrompe a membrana celular da bactéria.

0 A quitosana de baixo peso molecular ndo foi capaz de formar um bom filme que restrinja a entrada de
oxigénio devido a sua baixa viscosidade, e a quitosana de alto peso molecular favoreceu a uma maior
desidratacdo superficial dos frutos (GONZALES-AGUILAR et al., 2005, p. 124).

A quitosana de baixo peso molecular possui maior atividade antimicrobiana que a de elevado peso molecular,
devido ao nimero total de grupos amino na molécula (UCHIDA, 1988 apud GONZALES-AGUILAR et al.,
2005 p. 123; WANG et al., 2011, p. 12413; ZHENG; ZHU, 2003, p. 529).

O grau de desacetilacdo determina o conteido de grupos amino no polissacarideo (GONZALES-AGUILAR
op. cit., p. 123).
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Em outras pesquisas, foi demonstrado que a atividade antimicrobiana da quitosana
¢ mais efetiva contra bactérias Gram-negativas do que contra bactérias Gram-positivas
(CHUNG et al., 2004, p. 936); Zheng e Zhu (2003, p. 528) reportam que a atividade
antimicrobiana da quitosana contra bactérias Gram-positivas e contra bactérias Gram-
negativas dependerd do peso molecular da quitosana. Em seu trabalho eles estudaram a
atividade antimicrobiana da quitosana contra S. aureus (Gram-positivo) e E. coli (Gram-
negativa), e observaram que a atividade antimicrobiana contra S. aureus aumenta com o0
aumento de peso molecular da quitosana, e que para E. coli a atividade antimicrobiana
aumenta a medida que diminui o seu peso molecular. Os autores sugerem dois mecanismos
diferentes para a atividade antimicrobiana: no caso de S. aureus, a quitosana na superficie da
célula pode formar um polimero na membrana, que inibe a entrada de nutrientes na célula e,
para E. coli, a quitosana entra na célula através da permeacao.

A atividade fungicida da quitosana também j& foi bastante pesquisada. Alguns
trabalhos revelaram que a quitosana, controla o crescimento de R. stolonifer em tomates
armazenados a 14 °C durante 48, 72, e 96 horas (BAUTISTA-BANOS; BRAVO-LUNA,
2004, p. 63), tem atividade fungicida em sucos de maga (ROLLER; COVILL, 1999, p. 67),
em frutos de uva (Vitis vinifera L.) e em morango apresenta atividade contra B. cinérea
(ROMANAZZI et al., 2002, p. 1862, 1866).

Um fator importante observado por Zhang e Quantick (1997 apud RAMOS-
GARCIA et al., 2010, p 49) é que ao aumentar a concentracdo da quitosana os efeitos
benéficos no controle do microrganismo ndo aumentam significativamente. Por outro lado,
Krasaekoopot e Mabumrung (2008, p. 554, 556) reportam resultados diferentes; eles indicam
que existe uma relacdo direta entre a concentracdo de quitosana e seu efeito antimicrobiano.

E importante considerar também, que as propriedades antimicrobianas da
quitosana em pesquisas realizadas in vivo, demonstraram que variam em fungdo do
microrganismo e do meio no qual ela se encontra, afetando sua aplicagdo no alimento
(VELEZ- HARO et al., 2010, p. 1190). Isto € explicado pelo fato de que um alimento é uma
mistura de diferentes compostos (hidratos de carbono, proteinas, gorduras, minerais,
vitaminas sais e outros), 0s quais podem interagir com a quitosana e produzir a perda ou a

melhora do seu potencial antimicrobiano (NO et al., 2007, p.88).
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2.5.1.2 Trans-cinamaldeido

Na atualidade é conhecida uma ampla variedade de 6leos essenciais de origem
vegetal, extraidos de diferentes partes da planta, ou seja: flor, caule, folha, fruto, broto,
semente e raiz, podendo ser obtidos por fermentagédo, extracdo ou destilacdo sendo o ultimo
método o mais utilizado comercialmente (BURT, 2004, p. 224).

Os 6leos essenciais sdo misturas de varias sustancias quimicas como: terpenos®,
terpendides®®, phenilpropenes® e outros constituintes, todos caracterizados pelo seu baixo
peso molecular (HYLDGAARD; MYGIND, MEYER, 2012).

O principal componente dos 06leos essenciais pode constituir até 85 %, e 0s outros
componentes encontram-se geralmente no nivel de tragos (BURT, 2004, p. 225; GROSSO et
al., 2008 p. 199).

A maioria dos 6leos essenciais é considerada como substancias GRAS, por tanto
sua utilizacdo na industria de alimentos é permitida (FOOD AND DRUG
ADMINISTRATION, 200-?b). Sdo aplicados principalmente como aromatizantes tanto os
6leos essenciais como seus compostos individuais (BURT, 2004, p. 225), e em menor grau
como conservantes devido ao forte sabor (LAMBERT et al., 2001, p. 453).

O trans-cinamaldeido conhecido também como cinamaldeido® é uma substancia
quimica, presente como componente principal nos Oleos a base de canela (FRIEDMAN;
KOZUKUE; HARDEN, 2000, p. 5702).

Caracteriza-se por ser um liquido amarelo, oleoso, com um forte cheiro de canela,
doce, soluvel em éter e cloroférmio, miscivel em alcool e 6leos (U.S. DEPARTMENT OF
HEALTH & HUMAN SERVICES, 2004, p. 13), e tem um ponto de ebulicdo de 250 °C.
(SIGMA-ALDRICH, 2011, p. 4).

Esta substdncia esta aprovada pela FDA para uso em alimentos como
aromatizante sintético sendo considerado como aditivo GRAS (FOOD AND DRUG
ADMINISTRATION, 200-?b).

% Exemplos de terpenos incluem p-cimeno, limoneno, terpineno, sabineno e pineno (HYLDGAARD; MYGIND,
MEYER, 2012).

** Os terpendides pode ser subdivididos em: alcodis, esteres, aldeidos, cetonas, éteres, fendis, e ep6xidos.

Exemplos de terpenoides: timol, carvacrol, linalol, acetato de linalilo, citronelal, piperitone, mentol, e

geraniol (Id., 2012).

Exemplos de phenylpropenes: isoeugenol, eugenol, vanilina, safrole e cinamaldeido (Id., 2012).

Outros sindnimos: trans-Benzenepropenal; (E)-cinamaldeido; trans-cinnamic aldeido; (E)-cinnamyl aldeido;

(E)-3-phenylacrolein; (E)-3-phenylpropenal; trans-3-phenyl-2-propenal; (E)-3-phenylprop-2-enal; (E)-3-

phenyl-2-propenal; trans-3-phenylpropenal; 2-propenal, 3-phenyl-, (E)-; 2-propenal, 3-phenyl (U.S.

DEPARTMENT OF HEALTH & HUMAN SERVICES, 2004, p 14).

25
26
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E utilizado principalmente para conferir sabor de canela em alimentos, bebidas,
produtos médicos, perfumes, cosméticos, detergentes, cremes e locdes. Diferentes
concentracfes sdo utilizadas em alimentos e bebidas, por exemplo: 7,7 ppm em sorvetes, 9
ppm em bebidas ndo alcodlicas, 20 ppm em condimentos, 60 ppm em carnes, 700 ppm em
doces, 2000 ppm em alimentos para bebes e sobremesas, 2200 ppm, em cereais matinais,
3500 ppm em produtos cozidos, 4900 ppm em gomas de mascar, 6400 ppm em sucos de
frutas (FENAROLI, 1975, apud U.S. DEPARTMENT OF HEALTH & HUMAN
SERVICES, 2004, p. 14).

Friedman, Kozukue e Harden (2000, p. 5702) pesquisaram a estabilidade do trans-
cinamaldeido a temperatura de aquecimento, encontrando que aproximadamente a partir de 60
°C sofre uma transformacao para benzaldeido a medida que o calor aumenta. Esta informacéo
deve ser levada em consideragdo para decidir em que tipo de alimento pode ser utilizado.

Pesquisas realizadas demonstraram que o trans-cinamaldeido possui qualidades
antimicrobianas contra uma ampla gama de patdgenos transmitidos por alimentos, como:
Clostridium botulinum (BOWLES; MILLER, 1993, p. 788), Staphylococcus aureus
(BOWLES; SACKITEY; WILLIAMS, 1995, p. 344), Escherichia coli O157: H7, Salmonella
typhimurium (BURT, 2004, p. 235, 237), Campylobacter jejuni, Listeria monocytogenes e
Salmonella entérica (FRIEDMAN; HENIKA; MANDRELL, 2002, p. 1545).

Segundo Ooi et al. (2006, p. 511) tanto o Oleo de canela como o trans-
cinamaldeido apresentam atividade antimicrobiana similares, quase equivalentes contra
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

Jia et al. (2011, p. 409) ressalta a hidrofobicidade do trans-cinamaldeido, como
uma caracteristica importante que permite sua penetracdo e provoca um distdrbio na bicamada
lipidica da membrana celular, causando um aumento da permeabilidade dos prétons, que em
ultima instancia levaria a morte da célula bacteriana.

Segundo Hyldgaard, Mygind e Meyer (2012) o trans-cinamaldeido tem um modo
de acdo ndo conclusivo e pelo menos trés mecanismos podem ocorrer: em baixas
concentragdes, o trans-cinamaldeido inibe enzimas diferentes envolvidos na citocinese ou em
outras funcdes celulares menos importantes. Em concentragdes elevadas, mas sub-letal, atua
como um inibidor de ATPase, e em concentracdes letais ele altera a membrana celular.
Porém, outro mecanismo sugerido, indica que o trans-cinamaldeido contra E. coli e Listeria
monocytogenes, provoca a reducdo do ATP intracelular pela atividade de ATPase sem
alteracdo significativa da membrana celular (GILL; HOLLEY, 2006, p. 9; RAYBAUDI-
MASSILIA, 2007, p. 175). Isto significa que quando o trans-cinamaldeido entra em contato
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com a membrana da célula, causa uma ruptura suficiente para dispersar a forca motriz de
protons, por vazamento de pequenos ions sem fuga de componente celular grandes, tais como
ATP (GILL; HOLLEY, 2004, p. 5755).

Geralmente as pesquisas realizadas sobre a atividade antimicrobiana do trans-
cinamaldeido foram realizadas in vitro e sua aplicagdo em alimentos especificos para
melhorar a seguranca alimentar ndo tem sido investigada em profundidade. E interessante
aplicar-lo em coberturas comestiveis, devido ao seu sabor agradavel e boa aceitacao entre 0s

consumidores.

2.5.1.3 Coberturas de quitosana com 6leos essenciais

Os dados reportados na literatura, da combinacdo de quitosana com Gleos
essenciais sdo diversos e contraditorios.

Pranoto et al. (2005, p. 859-865) incorporaram Gleo de alho no filme de
quitosana®’ (1%) e observaram um aumento na eficécia antimicrobiana in vitro contra S.
aureus, L. monocytogenes e B. cereus.

Zivanovic, Chi e Draufghon (2005, p. 48) incorporaram 6leo essencial de orégano
a concentracdes de 1 e 2% a filmes de quitosana®®, e observaram tanto em testes in vitro como
in vivo (fatias de carne) um efeito inibitério contra L. monocytogenes e E. coli O157:H7.

Hosseine et al. (2008, p. 2897) incorporaram Oleo de tomilho e cravo a
concentragfes de 0.5, 1.0, e 1.5 % (v/iv) com EDTA (5 mmol), sobre uma matriz de
quitosana®® (2% w/v), e conseguiram inibir o crescimento de L. monocytogenes, S. aureus, S.
enteritidis e P. aeruginosa (in vitro).

Xing et al. (2011, p. 1446) sugerem que poderia existir uma acao sinérgica entre a
cobertura de quitosana® (1%) e 6leo de canela (0,25%), na inibicdo de crescimento de
microrganismos e na manutencao da qualidade das pimentas.

Ojagh et al. (2010a, p. 164) analisaram as propriedades antimicrobianas do filme
preparado com quitosana®' (2% w/v) e 6leo de canela a 0.4, 0.8, 1.5 e 2 % (Vv/v) contra L.
monocytogenes, L. plantarum, L. sakei, Ps. flurescens, E. coli, em testes in vitro (método de

difusdo em agar), e reportaram que o 6leo de canela melhora as propriedades antimicrobianas

2" Quitosana de peso molecular entre 900 a 1000 KDa (PRANOTO et al., 2005, p. 860).

28 Quitosana de médio peso molecular (450 KDa) (ZIVANOVIC; CHI; DRAUFGHON 2005, p. 46).
2% Peso molecular ndo informado (HOSSEINE et al., 2008, p. 2896).

%0 peso molecular ndo informado (XING et al., 2011, p. 1444).

31 Quitosana de médio peso molecular (190-310 KDa) (OJAGH et al., 2010a, p. 162).
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da quitosana, e curiosamente reportaram também que seu controle (s6 filme de quitosana) néo
apresentava acdo antimicrobiana contra estas bactérias.

Ojagh et al. (2010b, p. 193) mediram o efeito de uma cobertura de quitosana®
(2% wi/v) enriquecida com Gleo de canela (1,5%) na qualidade de file de peixe refrigerado e
observaram que tanto a cobertura de quitosana e quitosana com éleo de canela apresentaram
atividade antimicrobiana contra contagem total de bactérias e contra bactéerias psicrofilas.
Observaram também que a cobertura de quitosana com oOleo de canela apresenta valores
melhores, mas similares ao de quitosana para ambos os grupos de bactérias.

Wang et al. (2011, p. 12413) estudaram o sinergismo na atividade antimicrobiana
de oleo de canela (2.5, 5, 7.5, 10 %) em coberturas de quitosana em testes in vitro (teste de
difusdo em agar), e observaram que filmes de quitosana de 50 KDa ndo apresentaram zonas
de inibicdo contra E. coli, S. aureus, A. oryzae, P. digitatum. Porém no filme de quitosana
com 6leo de canela se observou zonas de inibigdo para A. oryzae e P. digitatum a partir de
uma concentracdo de 2,5% e para E. coli e S. aureus a uma concentracdo de 5%. Eles
mostraram que na medida em que se acrescentava a quantidade de éleo as zonas de inibicao
foram maiores.

Estes pesquisadores estudaram também a dindmica da atividade antimicrobiana da
quitosana com o Gleo de canela (10%) durante 27 dias; observaram que o valor maximo de
inibicdo ocorreu no dia 3, depois deste dia a atividade antimicrobiana diminuiu. Também foi
observado que o filme de quitosana (matriz) pode reduzir a concentracdo do 6leo libertado
(liquido o gasoso) através das interacdes entre os 0leos e a matriz polimérica, aumentando o
tempo de atividade antimicrobiana, devido a que é mantida uma concentracdo relativamente
elevada de 0leo no sistema.

Lopez-Mata et al. (2012, p. 38) sugerem que a atividade antimicrobiana de uma
cobertura de quitosana de peso molecular médio (2%) - amido - 6leo de canela (0,1%)
aplicada em morangos, tem maior efeito antimicrobiano devido a um sinergismo entre estes
compostos. Porém, nesta pesquisa ndo foi utilizado como controle morangos s6 com cobertura
de quitosana, sendo assim, ndo ha um parametro adequado para determinar se houve o
sinergismo sugerido pelos autores.

Sanchez-Gonzales et al. (2010, p. 451) em testes in vitro determinaram que a
atividade antimicrobiana do filme da quitosana contra Listeria monocytogenes, foi melhorado

com a adigdo de dleo essencial de arvore de cha (relagdo 1:2). Entretanto, a concentracdes

%2 Quitosana de médio peso molecular (450 KDa) (OJAGH et al., 2010b, p. 194).
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baixas (relacdo 1:0,5 e 1:1) ndo observaram nenhum efeito significativo com relacdo ao
controle, que ja apresentava atividade antimicrobiana.

Hernandez-Alvarado (2009, p. 89) trabalhou com quitosana de baixo peso
molecular e 6leos esséncias de canela, cravo e tomilho (0,1- 0,3 mg/ml) * para reduzir a
infeccdo de Rhizopus stolonifer tanto in vitro como in vivo. Seus resultados mostraram que
em testes in vitro obtinha-se maior efeito inibitorio, no crescimento micelial de Rhizopus
stolonifer, quando se misturava a quitosana com 0s Oleos essenciais do que quando se
utilizava este polimero de maneira individual; mas, os resultados dos testes in vivo (frutos de
tomate) ndo foram os mesmos; s6 o tratamento com quitosana logrou inibir a infeccdo de
Rhizopus stolonifer.

De acordo com Hernandez-Lauzardo et al. (2005, p. 202) existem também
pesquisas que revelam que quando a quitosana e aplicada de forma individual apresenta
melhores resultados antimicrobianos do que quando associada com tratamentos hipobéricos,
com extratos vegetais 0 com antagonistas microbianos (bactérias ou leveduras). Bautista-
Barios et al. (2003, p. 1090) quando aplicaram a solugdo de quitosana (1,5%) nos frutos de
mamé&o inoculados com C. gloeosporioides, tiveram uma menor porcentagem de infec¢do do
que quando aplicaram a combinacdo quitosana com extratos vegetais. Ponce et al. (2008, p.
294) reportam que a combinacdo de quitosana de peso molecular médio (2%) e oleoresina de
Rosemary (1%) tanto em estudos in vitro como in vivo, ndo aumentou a atividade
antimicrobiana contra Listeria monocytogenes, afastando qualquer efeito aditivo ou sinérgico,
mesmo que estes compostos, por si sO, apresentassem atividade antimicrobiana in vitro.

Os resultados apresentados pelos pesquisadores mencionados nos mostram que
concentracOes elevadas do Oleo essencial sdo necessarias para obter resultados inibitérios
satisfatorios. Porém, concentragdes elevadas de 6leos essenciais podem afetar as propriedades
sensoriais dos alimentos, limitando conseqiientemente, seu uso.

Outra limitacdo decorrente do uso de concentracdes elevadas de 6leos essenciais €
o risco de toxicidade, pois, segundo Dusan et al. (2006, p. 1435, 1443) os 0leos essenciais que
possuem a capacidade de inibir completamente o crescimento bacteriano a uma concentragéo
de 0,05%, apresentam uma elevada citotoxicidade para as células intestinais do cdlon humano
cultivadas in vitro. Portanto, é necessario encontrar um equilibrio adequado entre a dose
efetiva do oOleo essencial, o efeito sobre as propriedades sensoriais dos alimentos e o risco de

toxicidade.

% Estes valores correspondem a 0,01 — 0,03 % wiv.
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2.6 AVALIACAO DE SUBSTANCIAS ANTIMICROBIANAS

Existem diversos métodos de ensaio in vitro para avaliar a atividade
antimicrobiana e muitos deles surgiram devido aos diferentes objetivos e finalidades das
pesquisas, porém, isso ocasiona dificuldades na hora de fazer comparagdes dos resultados
publicados.

Outros fatores que podem afetar os resultados obtidos da avaliacdo da atividade
antimicrobiana podem ser: o método utilizado para extrair o 6leo essencial, a parte do material
vegetal, o volume de indculo, a fase de crescimento microbiano, o meio de cultura utilizado, o
pH dos meios, a escolha do emulsionante, o tempo de incubacdo e a temperatura (BURT,
2004, p. 228; RIOS; RECIO; VILLAR, 1988, p. 128).

Os métodos utilizados para avaliar a atividade antimicrobiana podem ser divididos
em métodos in vitro e em métodos aplicados ou in vivo. Tendo como base a classificacdo feita
por Alzamora, Tapia e Lopez-Malo (2000, p. 243) para métodos in vitro e pela National
Advisory Commitee on Microbiological Criteria for Foods (NACMCF) (2010) para estudos

de inoculagdo em alimentos, € apresentado na Figura 1, um resumo dos principais métodos.

Figura 1 - Métodos para testar a eficacia antimicrobiana em alimentos
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Os métodos in vitro sdo geralmente feitos em meios de laboratério ou em sistemas
modelo, com o proposito de obter informacg6es preliminares sobre a atividade antimicrobiana
potencial, enquanto os métodos in vivo sdo aqueles onde o agente antimicrobiano é aplicado
ao alimento real e os resultados permitem a avaliagcdo de alguns fatores que podem afetar a
eficacia do antimicrobiano.

Nos métodos de avaliacdo de ponto final, os resultados refletem o poder inibitério
do composto, durante um tempo especifico.

O método de difusdo em agar pode ser feito por:

a) teste de difusédo em disco, que consiste em aplicar o0 antimicrobiano ao
agar utilizando um disco de papel filtro impregnado. O composto se
difunde através do agar, estabelecendo-se um gradiente de concentracao;
Isto é geralmente usado como uma verificacdo preliminar para atividade
antibacteriana antes de estudos mais detalhados, sendo Util para a selecdo
entre 0leos essenciais. Devido a variacdo de fatores como: os volumes de
6leo essencial colocado sobre os discos de papel, a espessura da camada
de &gar, e o solvente utilizado, que geram diferentes resultados, a
comparacao dos dados publicados ndo e vidvel (BURT, 2004, p. 228);

b) teste de poco em &gar, no qual o 6leo essencial é depositado dentro dos
pocos cortados no agar. Este método pode ser utilizado para rastrear
quando se tem um grande numero de Oleos essenciais e/ou um grande
numero de isolados de bactérias (DORMAM; DEANS, 2000, p. 309).

O método de diluicdo em agar ou caldo gera um dado estatistico que descreve a
inibicdo do microrganismo depois de um tempo determinado de incubacdo. Este dado se
conhece como a concentragdo inibitoéria minima (CIM); a definicdo da CIM difere entre as
publicacdes, sendo isto outro obstaculo para a comparagdo entre os estudos. Uma definicao
amplamente utilizada é que a CIM é a menor concentracdo que inibe o crescimento visivel de
um microrganismo (DELAQUIS et al., 2002, p. 103; HAMMER; CARSON; RILEY, 1999, p.
987, KARAPINAR; AKTUG, 1987, p. 163; NATIONAL COMMITTEE FOR CLINICAL
LABORATORY SCIENCE, 2003, p. 2). Existem também outras denominacfes que s&o
utilizadas nos testes de atividade antimicrobiana, como a concentracdo bactericida minima
(CBM), concentracdo bacteriostatica, concentracdo bactericida, e outros (BURT, 2004, p.
228).

a) o método de diluicio em agar consiste em incorporar diluicdes

apropriadas de solugdo antimicrobiana a agars fundidos (45 a 50 °C) e
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quando solidificados adiciona-se o indculo e se incuba. Os resultados
publicados expressos como CIM estdo aproximadamente na mesma
ordem de magnitude, apesar de que existem variacbes no solvente
utilizado para incorporar o 6leo essencial, e o volume do inéculo (BURT,
2004, p. 228);

b) o método de diluicdo em caldo pode ser feito mediante varias técnicas:
medindo a densidade otica (a turvacdo), enumeracdo de col6nias por
contagem de viaveis, por medicdo de condutdncia/condutividade e por
determinacdo do ponto final (observacdo visual ou aplicagdo de
microdiluicdo). Cada uma destas técnicas tem vantagens e desvantagens
que devem ser consideradas antes de aplicar-se.

No método gradiente em placa o agar fundido € vertido em placas de Petri,
deixando que solidifique com uma determinada inclinacéo, logo depois, verte-se uma segunda
camada de &gar contendo o antimicrobiano. O resultado € uma caixa com uma gradiente de
concentragéo.

Ao aplicar o teste de diluicdo e uso, € obtido um coeficiente de fenol através da
determinacdo do reciproco da diluicdo do composto capaz de matar 0 microrganismo em 10
minutos.

Dentro da classificagdo dos métodos in vitro, também temos os métodos
descritivos, nos quais o crescimento do microrganismo é analisado no tempo dando
informagdo acerca da dinamica do crescimento, depois de adicionar o antimicrobiano. Pode
ser observada a rapidez do efeito bactericida ou a duracdo do efeito bacteriostatico (BURT,
2004, p. 229), estando incluidos os ensaios turbidimétricos e as curvas de inibicao.

Em geral um dos fatores que influem nos resultados ao se aplicar os métodos in
vitro € a utilizacdo ou ndo de emulsionantes ou solventes para dissolver o 6leo essencial ou
para estabilizd-lo em meios de cultura & base de agua. Pode ser visto em diferentes pesquisas
gue muitas substancias tém sido utilizadas para este fim: etanol, metanol, tween-20, tween-80,
monolaurato de sorbitano, acetona em combinagdo com tween-80, polietileno glicol,
propileno glicol, n-hexano, dimetil sulféxido e 4gar (RASOOLLI, 2007, p. 116).

Os métodos aplicados conhecidos também como in-vivo, jA& contam com um
protocolo, que fornece as diretrizes para realizar estudos de desafio e estudos de inativacdo de
patdgenos de uma variedade de alimentos (HEALTH CANADA, 2010; NATIONAL
ADVISORY COMMITTEE ON MICROBIOLOGICAL CRITERIA FOR FOODS, 2010).
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Este método, dependendo do objetivo do estudo, do tipo de produto e do risco que as bactérias
apresentam, pode se subdividir em:

a) estudos para a inibicdo de crescimento de patogenos: utilizados para avaliar a
capacidade de uma determinada formulacdo de produto alimenticio, com um
processo e uma embalagem especifica, para inibir o crescimento de algumas
bactérias patdgenas, quando sdo armazenadas em condicdes pré-determinadas;

b) estudos da inativacdo dos patdgenos: utilizados para avaliar, a capacidade de
uma determinada formula¢do de produto alimenticio, ou um processo, para
inibir a certas bactérias patdgenas. Neste tipo de estudos deve-se considerar as
condigdes de embalagem e armazenamento;

¢) uma combinacdo dos estudos anteriores: utilizados para avaliar a capacidade de
um determinado alimento, ou processo, para a inativacdo de certas bactérias
patogénicas ou para atingir um nivel de inativacdo seguido por inibicdo do
crescimento de sobreviventes ou contaminantes, introduzidos ap0s o
processamento.

Segundo, o protocolo de NACMCF (2010) é necessario considerar: as condi¢des

de processo do produto, as cepas, a concentracdo e o volume do indculo a utilizar, o tipo e 0
tempo de amostragem a realizar, os controles em branco que se devem realizar, o tamanho da
amostra para cada analise, 0 método aplicado para inocular o produto alimenticio, as
condicBes de embalagem, as condigdes de incubagdo do produto inoculado e os métodos de
contagem e enriquecimentos aplicados.

Diversas pesquisas demonstraram que quando se testa a acao antimicrobiana por

métodos in vivo, uma concentracdo maior de 6éleos essenciais é necessaria para alcancar o
mesmo efeito obtido em testes realizados por métodos in vitro; devido as interagfes do
antimicrobiano com os diferentes compostos do alimento (BURT, 2004, p. 232).
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 MATERIA PRIMA
3.1.1 Meldes

Os melGes “Cantaloupe” (Cucumis melo L.) foram adquiridos no comércio local,
sendo previamente selecionados em relacdo ao estado de maturacdo (cor amarela clara, com
uma rede bem formada e realgada na superficie da fruta, auséncia de defeitos na superficie,
firme, sem sementes soltas ou acumulagdo de liquido na cavidade interna), de tamanho
uniforme e com peso aproximado de 2 kg.

Foram transportados em caixas plasticas até o Laboratdrio Experimental do
Departamento de Economia Domeéstica e armazenados sob refrigeracdo (7°C) até o inicio do
processo.

3.1.2 Insumos da cobertura

Foram utilizados os seguintes produtos:

a) quitosana de médio peso molecular (Cod.: 448877, Sigma Aldrich);
b) 4cido acético glacial®* (Vetec);

c¢) glicerol (Vetec);

d) tween 20® (Cod.: 93773, Sigma Aldrich);

e) trans-cinamaldeido 99% (Cod.: 80687, Sigma Aldrich).

3.1.3 Embalagem e utensilios

Foram utilizados as seguintes embalagens e utensilios:

a) bandejas com tampa de polietileno tereftalato (PET) com dimensdes: 8 x 8 x 5
cm;

b) tela de aco inox com orificios de 1,5 cm de didmetro, com dimensiones: 32 X
21 x 10,5 cm;

% Pesquisas demonstraram que cobertura de quitosana com &cido acético é mais eficiente na redugdo de L.
monocytogenes que quitosana com acido lactico (BEVERLYA et al., 2008, p. 536).
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c) bandejas de aco inox de 34 x 26 X 6 cm.
3.1.4 Cepas

As seguintes cepas foram utilizadas: Escherichia coli (ATCC 25922 ™
substituto de Escherichia coli O157:H7 (NATIONAL ADVISORY COMMITTEE ON
MICROBIOLOGICAL CRITERIA FOR FOODS, 2010, p.147) e Listeria innocua (ATCC
33090), como substituto de Listeria monocytogenes (HEALTH CANADA, 2010, p. 4;
NATIONAL ADVISORY COMMITTEE ON MICROBIOLOGICAL CRITERIA FOR
FOODS, 2010, 147; SOMMERS; GEVEKE; FAN, 2008, p. 73).

) como

3.2 PREPARO DOS INOCULOS

As cepas de Escherichia coli (ATCC 25922 ™) e Listeria innocua (ATCC 33090)
liofilizadas foram submetidas ao protocolo, conforme recomendado pelo fabricante
Microbiologics.

1) A partir de um cultivo de Escherichia coli, Listeria innocua em agar tripticase de soja-
extrato de levedura (TSA-YE/Difco) de 24 horas de incubacdo a 35 °C foram
selecionadas quatro col6nias bem isoladas de 2 mm de diametro de E. coli e
transferidas para um tubo de 4 ml de caldo tripticase de soja (TSB/Difco) e uma
col6nia bem isolada de 1 mm de didmetro de L. innocua foi inoculada para outro tubo
de 4 ml de caldo tripticase de soja (TSB/Difco);

2) As culturas foram incubadas a 35°C durante 2 horas para a cultura de E. coli e 23
horas para a cultura de L. innocua para obtencdo de uma concentracao final em torno
de 3x10® UFC/ml para cada microrganismo®;

3) As concentragdes dos indculos foram ajustadas com agua peptonada 0,1 % (Difco)
fazendo-se diluicdes, até 10° UFC/mI para a determinacdo da concentracéo inibitdria
minima e até 10" UFC/ml para o ensaio de inoculacdo (para que ao inocular esta
concentracdo em cada amostra de 50g de meldo se obtivesse uma contagem final de
10° UFC/g)®.

4) As concentracdes foram confirmadas realizando-se contagens de colbnias viaveis em

agar tripticase de soja-extrato de levedura (TSA-YE/Difco).

% Este tipo de crescimento foi padronizado, depois da realizagdo de varios testes preliminares.
% Determinado através de ensaios preliminares
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3.3 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM) E DA
CONCENTRACAO BACTERICIDA MINIMA (CBM)

A determinacdo da CIM e CBM do trans-cinamaldeido foi realizado duas vezes
em dias distintos e em duplicata, utilizando-se uma combina¢do dos métodos de diluicdo em
caldo de Kim, Marshall e Wei, 1995 e método de Ham 2006:

a) foi preparada uma solugdo antimicrobiana base de concentragdo 1M, segundo o

método descrito por Ham (2006, p. 51) na qual 1,27 ml de trans-cinamaldeido
é dissolvido numa mistura de 9 ml de agua estéril contendo 0,1 g de Tween 20
(1% wiv) *" e 1 ml de etanol. Em seguida a solucdo antimicrobiana base foi
sonicada por 10 minutos utilizando-se um sonicador (Ultra cleaner/ 1400A),
para aumentar a solubilidade do trans-cinamaldeido no solvente;

b) segundo o método descrito por Kim, Marshall e Wei (1995, p. 2840) foram

preparados tubos de ensaio contendo 9,8 ml de caldo tripticase de soja
(TSB/Difco) estéril, aos quais forum adicionados uma aliquota de 100 uL da

suspensdo bacteriana em concentragdo 10° UFC/ml.*®

A seguir, adicionou-se a
solucdo antimicrobiana base preparada anteriormente®, de tal modo que as
concentragoes finais nos caldos fossem: 150, 200, 250, 500, 1000, 2000 pg/ml
(0,015; 0,02; 0,025; 0,05; 0,1; 0,2 % w/v, respectivamente);

c) os tubos foram incubados a 35 °C durante 24 horas, sob condi¢fes de agitacao
(200 rpm), utilizando uma incubadora de bancada com agitacdo (CT712/
Cientec);

d) em seguida, os tubos foram examinados visualmente (verificagdo de turbidez)
para determinar em quais concentragdes do caldo ocorre crescimento. A menor
concentracdo na qual ndo se observou crescimento (turbidez) foi estabelecida
como a concentracdo inibitéria minima (KIM; MARSHALL; WEI, 1995, p.
2840; HAMMER; CARSON; RILEY, 1996, p. 188).

A CIM é a menor concentracdo do antimicrobiano que inibe o crescimento

visivel de um microrganismo, sendo considerada a concentracdo minima que

" 0 emulsificador Tween 20 é adicionado para aumentar a solubilidade dos compostos hidrofébicos e ajudar em
sua penetragdo na parede celular e membrana da bactéria (KIM; MARSHALL; WEI, 1995, p. 2844).

% Nivel de inéculo recomendado para poder avaliar os agentes antimicrobianos segundo Health Canada (2010,
p. 7); NACMCF (2010, p. 148).

% Esta solugdo foi preparada momentos antes da utilizagdo (KIM; MARSHALL; WEI, op. cit., p. 2839).
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mantém ou reduz a viabilidade do indculo (HAMMER; CARSON; RILEY,
1996, p. 188);

e) a partir das concentracGes que ndo apresentaram turbidez, foram inoculados

100 uL do caldo em placas com agar soja tripticase-extrato de levedura (TSA-
YE/Difco) e espalhado com alga de Dringalsky. As placas foram incubadas a
35 °C durante 24 horas e foram observadas para detectar se houve crescimento
bacteriano.
A CBM foi definida como a concentracdo minima na qual o crescimento
bacteriano n&o foi detectado (RAYBAUDI-MASSILIA; MOSQUEDA-
MELGAR; MARTIN-BELLOSO, 2006, p. 1580);

f) foram realizados os seguintes controles:

— controle do meio de cultura;
— controle do meio de cultura + solucdo antimicrobiana em diferentes
concentragoes;

— controle positivo (meio de cultura + indculo bacteriano).
3.4 PREPARACAO DAS COBERTURAS COMESTIVEIS

Foi preparada uma cobertura de quitosana (matriz) e outra de quitosana com trans-
cinamaldeido.

A cobertura comestivel de quitosana foi elaborada, segundo a formulagédo
apresentada na Tabela 2, dissolvendo-se a quitosana de médio peso molecular em agua
destilada e é&cido acético. Esta solucdo foi agitada até atingir a dissolucdo total dos
componentes usando um homogeneizador Ultra Turrax T18 Basic (IKA®-Werke), (Figura 2)
com um dispositivo (S18N-10G) a 7000 rpm* durante 2 horas & temperatura ambiente (18
°C). Logo apos, adicionou-se glicerol e agitou-se a solugdo durante meia hora na mesma
velocidade. No final obteve-se uma mistura homogénea de cor amarela clara translucida,

apresentando pH 4,52.

*° Velocidade adotada para evitar a formagao de bolhas na solucéo.



Tabela 2 - Formulacdo da cobertura comestivel de quitosana

Ingredientes % (w/w) Pesos (g)
Quitosana™ 2 50
Acido acético® 1 25
Glicerol® 1,5 37,5
Agua destilada 95,5 2387,5

Fonte: Prépria do autor (2012).

Figura 2 - Preparacdo das coberturas comestiveis

Fonte: Propria do autor (2012).
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Na Tabela 3 é apresentada a formulacdo da cobertura comestivel de quitosana

com trans-cinamaldeido, a qual foi elaborada dissolvendo-se quitosana de médio peso
molecular em agua destilada, acido acético e Tween 20. Esta solucéo foi agitada até atingir a
dissolucdo total dos componentes usando um homogeneizador Ultra Turrax T18 Basic
(IKA®-Werke), com um dispositivo (S18N-10G) a 7000 rpm durante 2 horas a temperatura

ambiente. Logo apds, adicionou-se glicerol e agitou-se novamente a solugdo durante meia

* porcentagem utilizada por apresentar bons resultados (GONZALES-AGUILAR et al. 2005, p. 131;

PIQUERO, 2010, p. 21).

*2 Porcentagem utilizada por vérios pesquisadores. (BEBERLYA et al., 2008, p. 535; PONCE et al., 2008, p.

300; YE; NEETOO; CHEN, 2008, p. 261).

* Porcentagem utilizada por varios pesquisadores. (RAYBAUDI-MASSILIA; MOSQUEDA-MELGAR;
MARTIN-BELLOSO, 2008, p. 314; RAYBAUDI-MASSILIA et al., 2007, p. 168; ROJAS-GRAU et al.,

2007b, p. 256).
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hora, na mesma velocidade. Finalmente, adicionou-se o trans-cinamaldeido na concentracéo
determinada como eficiente no teste de CBM, agitando-se por mais meia hora na mesma

velocidade. A solucdo final resultou homogénea, de cor amarela clara translucida,

apresentando pH 4,54.

Tabela 3 - Formulacdo da cobertura comestivel de quitosana com trans-cinamaldeido

Ingredientes % (w/w) Pesos (g)
Quitosana 2 50
Acido acético 1 25
Tween 20 0,3 7,5
Glicerol 1,5 37,5
Agua destilada 95,5 2378,8
Trans-cinamaldeido (w/v) 0,05 1,25

Fonte: Propria do autor (2012).
3.5 PROCESSAMENTO DO MELAO MINIMAMENTE PROCESSADO

O processamento foi realizado em ambiente climatizado (18 °C), cumprindo-se as

condicdes de Boas Praticas de Producéo, segundo o fluxograma apresentado na Figura 3.
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Figura 3 - Fluxograma do meldo minimamente processado
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Fonte: Propria do autor (2012).
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3.5.1 Recepcéao

Os melGes foram retirados do refrigerador e avaliados em relacdo a sua

integridade fisica.
3.5.2 Lavagem
Foram lavados com agua corrente durante 1 minuto aproximadamente.
3.5.3 Sanitizacao

Os meldes foram imersos em uma solucao sanitizante clorada (Nippo-Clor) a uma

concentracéo de 200 mg.L™ de cloro por um periodo de 10 minutos a 15 °C.
3.5.4 Drenagem e secagem

Os meldes foram colocados em uma bandeja e posteriormente secos com auxilio

de papel absorvente.

3.5.5 Descascamento e corte

Primeiramente foi realizado o corte das regides basal e apical do meldo. Em
seguida cortou-se a fruta pela metade de forma transversal, retirando-se as sementes e
descascando.

Uma vez realizado o processo de descascamento, cortou-se manualmente
(utilizando uma faca afiada) fatias de 2 cm de largura aproximadamente e a partir destas
obtiveram-se pedacos de meldo de 2,5 x 2,5 cm e 1,4 cm de altura, com auxilio de um
gabarito de aco inoxidavel com referida dimensdo. A dimensdo especificada foi estipulada
para que cinco pedacos de mel&o pesassem aproximadamente 50 g.

3.5.6 Delineamento dos experimentos
Foram conduzidos trés experimentos, com objetivos distintos, cada um com trés

tratamentos, de acordo com a Figura 4. Cada experimento foi realizado duas vezes em dias

distintos.



Figura 4 - Fluxograma dos experimentos
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EXPERIMENTOS
Y y v
EXPERIMENTO 1 EXPERIMENTO 2 EXPERIMENTO 3
Avaliar a atividade Avaliar a atividade Avaliar a atividade

antimicrobiana das coberturas de
quitosana e de quitosana com
trans-cinamaldeido sobre a
microbiota propria de meldo
minimamente processado

antimicrobiana das coberturas de
quitosana e de quitosana com
trans-cinamaldeido no meldo
minimamente processado
inoculado com E. coli.

antimicrobiana das coberturas de
quitosana e de quitosana com
trans-cinamaldeido no meldo
minimamente processado
inoculado com L. innocua.

MELAO
M)

MELAO MELAO
M) M)
Y
R INOCULACAO COM INOCULACAO COM
E. coli L. innocua
H:0
v w Y Y Y Y
IMERSAQ IMERSAQ IMERSAQ IMERSAO IMERSAQ IMERSAO
COBERTURA | |COBERTURA COBERTURA | |COBERTURA COBERTURA || COBERTURA
Q QT Q Qr Q QT
Tl T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9
M) (MQ) (MQT) (MIg) (MIEQ) (MIgQT) (ML) (MILQ) (MILQT)
/
ACONDICIONAMENTO
REFRIGERACAO
4°C

Fonte: Prépria do autor (2012).

M: meldo minimamente processado, Q: cobertura de quitosana, QT: cobertura de quitosana com trans-
cinamaldeido, MQ: meldo minimamente processado com cobertura de quitosana, MQT: meldo minimamente
processado com cobertura de quitosana com trans-cinamaldeido, MIg: meldo minimamente processado inoculado
com E. coli, MIgQ: Meldo minimamente processado inoculado com E. coli e com cobertura de quitosana,
MIEQT: Meldo minimamente processado inoculado com E. coli e com cobertura de quitosana com trans-
cinamaldeido, MI_: Meldo minimante processado inoculado com L. innocua, MI Q: Meldo minimante
processado inoculado com L. innocua e com cobertura de quitosana, MI . QT: Meldo minimante processado

inoculado com L. innocua e com cobertura de quitosana com trans-cinamaldeido.
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Os melbes minimamente processados foram separados de formas distintas em
funcéo do tratamento a ser submetido:
— meldes a serem inoculados e sem cobertura (T1, T4 e T7) foram colocados
em bandejas PET (5 pedacos/ por bandeja);
— melBes a serem imersos em cobertura (T2, T3, T5, T6, T8 e T9) foram
colocados em fileiras de cinco pedagos, em toda extensdo da tela de aco

inox.

3.5.6.1 Inoculagao

Foram utilizadas as recomendacdes de NACMCEF (2010, p. 149-150) e de Health
Canada (2010, p. 10), tendo sido efetuada em cabine de fluxo laminar (Pachane
Biotecnologia/PA 40 ESP) (Figura 5).

Figura 5 - Inoculacdo do meldao minimamente processado

Fonte: Propria do autor (2012).

Na superficie de cinco pedagos de meldo, totalizando aproximadamente 50 g, foi
inoculado, com uma micropipeta estéril, 500 pL da cultura (10" UFC/mI), ou de agua estéril

(controle) deixando as amostras em repouso por 30 minutos para total absorcéo.

3.5.6.2 Imersédo na cobertura e drenagem

Os pedacos de meldo foram distribuidos em tela de aco inox, em fileiras de 5, e

imersos na cobertura comestivel conforme o tipo de tratamento (item 3.5.6), Figura 6.
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Figura 6 - Seqtiéncia de Imerséo na cobertura comestivel
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Fonte: Prépria do autor (2012).

A imersdo foi realizada durante, aproximadamente, 2 minutos, a uma temperatura
de 18°C, sendo em seguida efetuada a drenagem para a eliminacdo do excesso de cobertura
por aproximadamente 5 minutos. Cabe ressaltar que para cada tratamento foi preparada uma

cobertura.
3.5.7 Acondicionamento

Cinco pedacos de meldo minimamente processado com um peso total de
aproximadamente 50 g (correspondente a uma fileira) foram colocados dentro de uma bandeja

PET, previamente codificada (Figura 7).

Figura 7 - Sequéncia de acondicionamento do meldo minimamente processado

=N y Bating
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3.5.8 Refrigeracéo

Os meldes minimamente processados e acondicionados foram armazenados em

camara BOD (Logem Scientific/LS 550) a uma temperatura de 4 °C durante 21 dias.

3.6 ANALISES

3.6.1 Analises microbioldgicas

Foi efetuado o teste de presenca e auséncia de Escherichia coli segundo APHA
(2001) e de Listeria spp. segundo o método MFHPB-30 (HEALTH PROTECTION
BRANCH, 2001), nos mel6es minimamente processados correspondentes ao T1 (Figura 4).

Para avaliacdo dos experimentos foram retiradas ao acaso duas bandejas de meldo
e analisadas em duplicata nos tempos: 0, 3, 7, 14, 21 dias de armazenamento a 4 °C. Em

funcdo do tipo de experimento foram realizadas analises distintas.

3.6.1.1.1 Presenca ou auséncia de Escherichia coli em meldes minimamente processados

Foi efetuado segundo o Método do Numero mais provavel (NMP) utilizando-se
caldo lauril sulfato triptose (LST/Merck) para o teste presuntivo; caldo E. coli (EC/Difco)
para o teste confirmativo, com posterior estriamento em agar levine eosina azul de metileno
(L-EMB) para teste completo. O resultado foi expresso como presenga ou auséncia de E.

coli/g de meldo.

3.6.1.1.2 Presenca ou auséncia de Listeria spp. em meldes minimamente processados

Foram transferidos 25 g da amostra para caldo de enriquecimento de Listeria
(LEB/Difco) e incubou-se a 30 °C/48 h. Apo0s a incubacéo 0,1 ml foi transferido para 10 ml de
caldo fraser modificado (MFB/Difco) e incubou-se a 35 °C/24-26h. Uma alcada foi estriada
depois de 24 horas de incubagdo no caldo LEB e depois de 24-26 horas de incubagéo no caldo
(MFB) em &gar oxford (OXA/Oxoid) e agar palcam (PAL/Difco). As placas foram incubadas
a 35 £ 1 °C por 24- 48 horas, sendo o resultado expresso como presenca ou auséncia de

Listeria spp/g de melao.
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3.6.1.2 Experimento 1

Foram realizadas as seguintes determinacdes: contagens de bactérias mesofilas,
psicrofilas, coliformes totais e E. coli, bolores e leveduras, segundo American Public Health
Association (APHA, 2001).

3.6.1.2.1 Preparo das diluicBes

Foram transferidas 25 g de meldo para 225 ml de dgua peptonada 0,1 % (Difco) e
ap6s homogeneizacao foram preparadas diluicdes até 107,

3.6.1.2.2 Contagem de bactérias aerobias mesofilas

Foi inoculado 1 ml de cada diluicdo, em placa petrifilm AC, em duplicata,
aplicado o difusor, e incubado a 35 + 1 °C por 48 + 2h. As contagens foram expressas em
UFC/g de meléo.
3.6.1.2.3 Contagem de bacteérias psicrofilas

Para cada diluicdo, na superficie de cada placa de agar padrdo (PCA/Oxoid) foi
inoculado em duplicata volumes de 0,3-0,3-0,3 e 0,1 ml e espalhou-se com al¢a Drigalski. As
placas foram incubadas a 7 £ 1 °C por 10 dias, sendo as contagens expressas em UFC/g de
melao.
3.6.1.2.4 Contagem de coliformes totais e E. coli

Foi inoculado 1 ml de cada diluicdo em duplicata, em placa petrifilm EC, aplicou-
se o difusor e incubou-se a 35 + 1 °C por 48 + 2h. As colbnias tipicas foram contadas e 0
resultado expresso em UFC/g de mel&o.

3.6.1.2.5 Contagem de bolores e leveduras

Para cada diluicdo, na superficie de cada placa de &gar dicloram rosa de bengala

cloranfenicol (DRBC/Difco) foi inoculado em duplicata volumes de 0,3-0,3-0,3 e 0,1 ml e
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espalhou-se com alga Drigalski. As placas foram incubadas a 25 £ 1 °C por 5 dias e 0

resultado da contagem foi expresso em UFC/g de mel&o.
3.6.1.3 Experimentos 2 e 3

Foram realizadas as seguintes determinacdes: contagem de E. coli (APHA, 2001)
e contagem de Listeria spp. (MFLP-74 - HEALTH PROTECTION BRANCH 2011).

3.6.1.3.1 Preparo das diluigdes

Cinqglienta gramas de meldo (correspondente a uma bandeja) foram transferidas
para 450 ml agua peptonada 0,1 % (Difco) e homogeneizadas com stomacher (Aes chemunex,
France) por 1 min. Em seguida foram preparadas diluicdes até 10* para E. coli e 10° para

Listeria.
3.6.1.3.2 Contagem de Escherichia coli

A partir de cada dilui¢do foi inoculado em duplicata volumes de 0,3-0,3-0,3 e 0,1
ml na superficie de cada placa de agar MacConkey (Difco) e espalho-se com alga Drigalski.
As placas foram incubadas a 35 £ 1 °C por 24 horas e o resultado foi expresso em UFC/g de

meldo.
3.6.1.3.3 Contagem de Listeria spp.

A partir de cada diluicao foi inoculado em duplicata volumes de 0,3-0,3-0,3 e 0,1
ml na superficie de cada placa de agar oxford (OXA/Difco) e espalho-se com al¢a Drigalski.
As placas foram incubadas a 35 £ 1 °C por 24- 48 horas. As contagens foram expressas em
UFC/g de meléo.

3.7 ANALISES FISICO-QUIMICAS

A polpa de meldo foi analizada determinando-se: acidez, pH e solidos sollveis
segundo as metodologias do Instituto Adolfo Lutz (IAL) (2008).
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3.7.1 Acidez titulavél

A determinacdo da acidez titulavel foi realizada por titulometria, utilizando-se 10
g de amostra. A titulacdo foi feita com uma solucdo de NaOH 1 N e fenolftaleina (1%) como

indicador, sendo o resultado expresso em % de acido citrico.

3.7.2 pH

O pH foi determinado através de leitura direta, em potencidmetro de marca WTW

(330i/SET), calibrado previamente com soluc¢des tampao de pH 4,0 e 7,0.

3.7.3 Solidos soluveis totais (SST)

O teor de SST foi determinado por refratometria, utilizando-se um refratdmetro

digital (Atago PR1010) com escala de 0 a 45 °Brix. Os resultados foram expressos em °Brix.

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Cada experimento foi conduzido segundo delineamento fatorial inteiramente
casualizado com parcela subdividida, com trés tratamentos nas parcelas e o tempo de
armazenamento (0, 3, 7, 14, 21 dias) nas subparcelas, com duas repeti¢cdes, duas unidades de
amostras e cada uma em duplicata.

Os resultados das contagens dos microrganismos estudados foram transformados
em logaritmos de base 10 para realizacdo das analises estatisticas, tendo sido adotado o valor
10 para valores <10 UFC/g.

Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente, por analise de interacéo
tratamento x tempo, e quando conveniente feito teste de tuckey a nivel de confianca de 0,1%
de probabilidade através do programa estatistico SAS.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ANALISES FISICO-QUIMICAS DO MELAO

Na Tabela 4 sdo apresentados os resultados das analises fisico-quimicas do meldo

utilizado neste experimento.

Tabela 4 - Resultados das analises fisico-quimicas do meldo

Acidez total titulavel H Solidos soluveis totais
(% de acido citrico) P (°Brix)
0,06 + 0,00 6,53 + 0,09 8,56 + 0,49

Fonte: Prépria do autor (2012).
Médias seguidas de desvios padroes.

Os resultados de acidez total titulavel 0,06, pH 6,53 e solidos soluveis 8,56
correspondem aos valores reportados para meldao em estado comercial de maturidade, obtidos
também por outros pesquisadores (GARCIA et al., 2009, p. 153, 155; MACHADO; ALVES;
FIGUEIREDO, 2008, p. 572; MILLAM-TRUJILLO et al., 2001, p. 176).

O pH e solidos sollveis presentes no meldo, aliados a outros parametros

intrinsecos e extrinsecos, oferecem condicdes favoraveis ao crescimento de microbiano.

4.2 CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM) E CONCENTRACAO
BACTERICIDA MINIMA (CBM)

A CIM é a menor concentracdo do antimicrobiano que inibe o crescimento visivel
de um microrganismo (HAMMER; CARSON; RILEY, 1996, p. 188), podendo-se observar na
Tabela 5 que o efeito do trans-cinamaldeido para E. coli foi de 500 pg/ml e para L. innocua a
200 pg/ml. Estes resultados demonstram que o trans-cinamaldeido tem efeito inibitério mais

eficiente contra L. innocua (Gram positiva) do que contra E. coli (Gram negativa).
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Segundo as indicacdes da National Committee for Clinical Laboratory Science
(NCCLS)*, a CIM ndo representa um valor absoluto, sendo a “verdadeira” CIM um ponto
entre a menor concentracao do teste que inibe o crescimento do organismo (ou seja, a leitura
da CIM) e a proxima menor concentracdo do teste. Portanto neste experimento a verdadeira
CIM do trans-cinamaldeido contra E. coli esta entre 500 e 250 pg/ml e para L. innocua esta
entre 200 e 150 ug/ml. Este comportamento pode ser observado na Tabela 5 em que a 250

ug/ml para E. coli e 150 pg/ml para L. innocua existe acdo inibitoria em uma das repeticdes.

Tabela 5 - Concentragao inibitéria minima do trans-cinamaldeido contra E. coli e L. innocua

CIM
] ] Concentragéo _—
Microrganismo Repeticao
(ng/ml) Resultado

Escherichia coli ATCC 25922 150 + + + + +
200 + + + + +
250 + + - - +
500 - - - - -
1000 - - - - -
2000 - - - - -
Listeria innocua ATCC 33090 150 + + - - +
200 - - - - -
250 - - - - -
500 - - - - -
1000 - - - - -
2000 - - - - -

Fonte: Propria do autor (2012).
+: Crescimento do microrganismo (turbo).
-: Sem crescimento o microrganismo (ndo turbo).

Segundo a NCCLS, mesmo que se trabalhe em condicdes de rigido controle este
tipo de teste pode ndo fornecer o mesmo ponto final toda vez que o teste € realizado. Em geral
a reprodutibilidade aceitavel do teste fica dentro de uma diluicdo 2X* do verdadeiro ponto

final.

* Para determinacdes das concentracdes inibitérias minimas (CIMs) das bactérias aerdbicas por macrodiluicdo
em caldo, microdiluicdo em caldo e diluicio em &gar (NATIONAL COMMITTEE FOR CLINICAL
LABORATORY SCIENCE, 2003, p. 3).

** Diluigdo 2X sdo as utilizadas geralmente para determinar CIM, e consiste em diluir em série indexada & base
1 (ex, 1, 2, 4, 8, 16 pg/ml) (NATIONAL COMMITTEE FOR CLINICAL LABORATORY SCIENCE,
2003, p. 3).
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A CBM ¢ a concentracdo minima na qual o crescimento bacteriano ndo foi detectado
(RAYBAUDI-MASSILIA; MOSQUEDA-MELGAR; MARTIN-BELLOSO, 2006, p. 1580).
Na Tabela 6 pode ser verificado que a 500 pg/ml de trans-cinamaldeido nédo foi detectado o

crescimento de E. coli assim como de L. innocua.

Tabela 6 - Concentracdo bactericida minima do trans-cinamaldeido contra E. coli e L. innocua

CBM
) ) Concentracao Populagéo sobrevivente (UFC/ml)
Microrganismo
(ng/ml) Repeticdo
1 2 Resultado
Escherichia coli ATCC 25922 250 Inc Inc <10 <10
500 <10 <10 <10 <10 <10
1000 <10 <10 <10 <10
2000 <10 <10 <10 2,0x10*
Listeria innocua ATCC 33090 150 Inc Inc 9,9x 102 1,0x10!
200 Inc  1,5x10° 1,3x10° 2,0x10°
250 2,0x10*  3,0x10' <10  2,0x10
500 <10 <10 <10 <10 <10
1000 <10 <10 <10 <10
2000 <10 <10 <10 <10

Fonte: Prépria do autor (2012).
Inc.: Incontavel.
<10: Crescimento ndo detectado.

Os resultados mostram que para E. coli a CIM corresponde a CBM (500 pg/ml),
indicando possivelmente que o efeito é bactericida nesta concentracio®, e para L. innocua a
CIM (200 pg/ml) e a CBM (500 pg/ml) séo diferentes, sugerindo que o trans-cinamaldeido a
200 pg/ml exerce um efeito bacteriostéatico*’ neste microrganismo.

Kim, Park e Park (2004, p. 108) sugeriram também que a atividade antimicrobiana
do aldeido cindmico purificado a partir de Cinnamomun cassia “® contra E. coli é bactericida.
Eles observaram no microscépio eletrénico que as células tratadas com o antimicrobiano
foram gravemente danificadas e destruidas na estrutura superficial a uma concentracdo de
1000 pg/ml. Além disso, determinaram pelo método de diluicdo em caldo a CIM do aldeido

cindmico contra varias linhagens de E. coli patogénicas e os resultados mostraram que a CIM

“® Bactericida: que mata as bactérias vivas o alguma fracéo destas (GOY; BRITTTO; ASSIS, 2009, p. 241).

" Bacteriostatico: que impede o crescimento de bactérias (1d., 2009, p. 241).

8 Composto com similar estrutura ao trans-cinamaldeido, é um congénere (CHANG; CHEN; CHANG, 2001, p.
126).
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para E. coli O157:H7 e 026 foi 250 pg/ml, para E. coli ATCC 11105 e 0111 foi 500 pg/ml.
Também compararam a CIM do aldeido cindmico (250 pg/ml) com a CIM de &cido sérbico
(500 pg/ml), &cido desidroacético (500 pg/ml) e acido benzéico (1000 pg/ml) contra E. coli
0157:H7, concluindo que o aldeido cindmico tem a menor CIM.

Chang, Chen e Chang (2001, p. 126) determinaram a CIM de cinamaldeido®
extraido de Cinnamomun osmophloeum contra E. coli, pelo método de diluicdo em caldo,
encontrando que a uma concentracdo de 500 pg/ml inibe-se o crescimento desta bactéria.

Para Ham (2006, p. 57), uma concentracdo de 250 pg/ml de trans-cinamaldeido
“inibe completamente” a L. innocua 33090. Este pesquisador definiu a CIM como a mais
baixa concentracdo do composto ativo que resulta num crescimento insignificante. O conceito
de CIM utilizado por este pesquisador é semelhante ao conceito da CBM utilizado nesta
pesquisa. Ao comparar o resultado obtido por Ham com o resultado de CBM para L. innocua
(500 pg/ml), observa-se que existe uma diferenca, podendo esta ser atribuida principalmente
ao metodo utilizado para detectar o crescimento do microrganismo (turbidez) no meio, porque
as outras variaveis (preparacdo da solucdo antimicrobiana e o método para determinar a
atividade antimicrobiana - diluigdo em caldo) foram as mesmas.

Para determinacdo da CIM e CBM foi utilizada uma cultura de 10> UFC/ml, sendo
efetuada a andlise do crescimento bacteriano atraves de contagens em placas cujo limite de
deteccéo é de 10* UFC/ml e ndo por espectrofotdmetro, uma vez que segundo Kim, Marshall
e Wei (1995, p. 2843) sdo necessarias concentracdes de cultura bacteriana de 10° — 10’
UFC/ml, para ser detectado por este equipamento.

Na Figura 8, pode-se observar que a uma concentracdo de 2000 pg/ml de trans-
cinamaldeido a turbidez formada foi de cor diferente do controle positivo, possivelmente
porgque nesta elevada concentracdo ndo existe uma boa solubilidade do antimicrobiano em
caldo TSB. Kim, Marshall e Wei (1995, p. 2840) observaram que a partir de 1000 pg/ml a
solubilidade do trans-cinamaldeido em caldo TSB é limitada ou diminuida. Este fato pode
explicar, também, porque a concentragdo 2000 pg/ml em um resultado teve-se crescimento de
E. coli (Tabela 6).

A maioria dos antimicrobianos sdo mais efetivos contra bactérias Gram-positivas
do que contra bactérias Gram-negativas (BURT, 2004, p. 251; LEMOS et al., 1990 apud
KIM; MARSHALL; WEI, 1995, p. 2844, SMITH-PALMER; STEWART; FYFE 1998, p.

121). Contudo nesta pesquisa pode-se observar que a nivel inibitorio Listeria innocua (Gram-

*% Sindnimo de trans-cinamaldeido (U.S. DEPARTMENT OF HEALTH & HUMAN SERVICES, 2004, p 14).
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positiva) (200 pg/ml) foi mais sensivel que E. coli (Gram-negativa) (500 pug/ml), mas quando
se determinou a CBM as duas bactérias apresentaram os mesmos resultados (500 pg/ml).

Figura 8 - Resultados da CIM do trans-cinamaldeido contra E. coli e L. innocua

Fonte: Propria do autor (2012).
E-1, E-1°, E-2, E-2": Resultados para E. coli na repeticdo 1 e 2 com suas respectivas duplicatas.
L-1, L-17, L-2, L-2": Resultados para L. innocua na repeticdo 1 e 2 com suas respectivas duplicatas.
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4.3 INCIDENCIA DE ESCHERICHIA COLI E LISTERIA MONOCYTOGENES

As boas praticas de producdo aplicadas foram satisfatorias, ndo tendo sido
detectada a presenca de Escherichia coli e L. monocytogenes em 25¢g de meldo minimamente

processado.

4.4 EXPERIMENTO 1: ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DAS COBERTURAS DE
QUITOSANA E DE QUITOSANA COM TRANS-CINAMALDEIDO SOBRE A
MICROBIOTA PROPRIA DO MELAO MINIMAMENTE PROCESSADO

4.4.1 Bactérias aerébias mesofilas

No meldo minimamente processado e sem cobertura T1 (M) (controle), observa-
se (Tabela 7) no tempo zero, uma contagem de 3,43 logiyy UFC/g de bactérias aerobias
mesofilas. Este resultado é similar aos reportados por Ruiz-Cruz et al. (2010, p. 4) de 3,9
logio UFC/g; Millan-Trujillo et al. (2001, p. 3) de 3,38 log;o UFC/g em meldo (Cucumis melo
L.) “Cantaloupe”.

Tabela 7 - Efeito das coberturas de quitosana e quitosana com trans-cinamaldeido sob as
bactérias aerébias mesofilas no meldo minimamente processado armazenados a 4 °C durante
21 dias

Logio UFC/g de Bacteérias aerébias mesofilas
Tratamento Tempo de armazenamento (dias)
0 3 7 14 21
T1 (M) 3,43+0,34" 1,97+034" 2,74+039° 2.81+0,09° 3,68+0,22"

T2 (MQ) 1,16 +0,30° 1,11+0,22° 1,14+0,23° 1,10+0,19° 1,28 +0,45
T3(MQT) 1,11+022° 1,00+0,00° 1,20+0,22° 1,23+0,26°  1,55+0,75

Fonte: Propria do autor (2012).

M: Meldo minimamente processado.

MQ: Meldo minimamente processado com cobertura de quitosana.

MQT: Meldo minimamente processado com cobertura de quitosana e trans-cinamaldeido.

Os valores séo a media de 4 determinages com suas respectivas duplicatas (n=8) + desvio padrao.

* Os valores sdo a media de 2 determinagdes com suas respectivas duplicatas (n=4) + desvio padrao.

Limite de detec¢do: 1 logyo (UFC/g).

Os valores que estdo na mesma coluna que sdo seguidas de pelo menos uma letra igual sdo significativamente
iguais (P<0,001).
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Nos meldes minimamente processados com cobertura de quitosana T2 (MQ) e
com cobertura de quitosana com trans-cinamaldeido T3 (MQT), as contagens das bactérias
aerobias mesofilas foram reduzidas quando comparados ao controle, demostrando-se,
portanto, que estas apresentam uma acao positiva sobre a populacdo de bactérias aerdbias
mesdfilas, mas ndo se observou diferencga estatisticamente significativa (P>0,001) entre as
duas coberturas.

O Brasil ndo tem uma legislacdo especifica para alimentos minimamente
processados. Embora ndo tenha valor legal, pode ser feito uma comparagdo dos resultados
obtidos nesta pesquisa com 0s de outros paises para avaliacdo de qualidade. Os valores
obtidos para bactérias mesdfilas no tempo zero e 21 dias de armazenamento a 4 °C indicam a
qualidade microbiolégica dos mel6es e as boas praticas aplicadas durante o processamento, ao
serem comparados com a legislagdo francesa que determina niveis maximos de 4 logio UFC/g
(ERTURK; PICHA 2005, p. 371; IBRAHIM et al., 2005, p. 24) e a espanhola que considera
seguro para consumo os com valores maximos de 7 logip UFC/g para frutos minimamente
processados (BART et al., 2009, p. 163).

A reducdo inicial de bactérias aerdbias mesodfilas conseguida com as coberturas
comestiveis foi de 2,27 ciclos logyo (66,2 %) para T2 (MQ) *° e de 2,32 ciclos logso (67,6 %)
para T3 (MQT) *' (Figura 9). Estes valores sdo superiores aos obtidos por Ruiz-Cruz et al.
(2010, p. 1) com coberturas de quitosana® [quitosana (1%) — amido (1%), quitosana (2,5%) —
amido (0,5%) e com quitosana (1,5%)], verificando uma reducdo de 0,7 ciclos log;o; porém,
sdo menores quando comparados as reducdes obtidas por krasaekoopot e Mabumrung (2008,
p. 554) com cobertura de metilcelulosa® (3% wi/w) - glicerol (2% w/w) — quitosana> (1,5 e
2% wi/w) constatando-se uma reducdo de 3-4 ciclos log;.

Esta diferenca de resultados pode ser explicada pelo tipo e concentragdo de
quitosana utilizada na elaboracéo de cada cobertura. A atividade antimicrobiana da quitosana
estd associada ao seu peso molecular, tendo maior atividade a baixo peso molecular
(UCHIDA, 1989 apud KRASAEKOOPOT; MABUMRUNG, 2008, p. 553; WANG et al.,
2011, p. 12413; ZHENG; ZHU, 2003, p. 529). Segundo krasaekoopot e Mabumrung (2008, p.
554, 556) a medida que se aumenta a concentra¢do da quitosana seu efeito antimicrobiano é

maior.

2 % de quitosana de médio peso molecular.

2 % de quitosana de médio peso molecular e 0,05 % de Trans-cinamaldeido.

Tipo de quitosana ndo foi expecificado.

53 A metilcelulosa ndo possue propiedades antimicrobianas (KRASAEKOOPT; MABUMRUNG, 2008, p. 553).
Quitosana de baixo peso molecular (Id., 2008, p. 553).
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Na Figura 9, verifica-se que as duas coberturas apresentam acdo antimicrobiana
durante o armazenamento do produto. O tratamento T3 (MQT) apresenta um aumento de
bactérias aerdbias mesofilas de 0,44 ciclos log;o quando comparada a T2 (MQ) que aumentou
somente 0,12 ciclos logip no periodo de 0 a 21 dias, mostrando que possivelmente o trans-
cinamaldeido diminuiu a atividade antimicrobiana na cobertura T3 (MQT).

Para os trés tratamentos (T1, T2 e T3) pode ser observado (Figura 9), que durante
0 armazenamento refrigerado a 4 °C ocorreu uma reducédo da populacdo de bactérias mesofilas
aos 3 dias e aumento desta até os 21 dias, embora esses resultados ndo comprometessem a
qualidade do produto final. Este comportamento pode ser atribuido ao periodo de adaptacdo
(lag fase) das bactérias, quando sdo submetidas a tratamentos fisicos ou quimicos, ocorrendo

apos este periodo o inicio da fase log.

Figura 9 - Efeito das coberturas de quitosana e quitosana com trans-cinamaldeido sob o
crescimento de bactérias mesdfilas em meldo minimamente processado

4,00 -

Log 1y de sobreviventes - mesofilas (UFC/g)

1,50
R —
i
r g = ——
1,00
0,50
0,00
0 3 6 9 12 15 18 21

Tempo de armazenamento (dias)

—+—T1 () - Controle  —8—T2 (MQ) T3 (MQT)

Fonte: Propria do autor (2012).

M: Meldo minimamente processado.

MQ: Mel&o minimamente processado com cobertura de quitosana.

MQT: Meldo minimamente processado com cobertura de quitosana e trans-cinamaldeido.

Os valores s8o a media de 4 determinacBes com suas respectivas duplicatas (n=8) + desvio padrao.

Os valores para T1 (M) sdo a media de 2 determinagdes com suas respectivas duplicatas (n=4) + desvio
padrdo.

Limite de detec¢do: 1 logyo (UFC/Q).

A diminuicdo da microbiota propria do meldo minimamente processado nas duas

coberturas pode ser atribuida, principalmente, pela atmosfera ligeiramente anaerébica que
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pode ter sido gerada pela cobertura comestivel aplicada ao meldo minimamente processado
(LARES-VELASQUEZ, 2008, p.7) e pela acdo antimicrobiana da quitosana (GONZALES-
AGUILAR et al., 2005, p. 130).

4.4.2 Bactérias psicrofilas

A contagem inicial de bactérias psicrdfilas (Tabela 8) para T1 (M) (controle) foi
de 2,32 logio UFC/g e resultados similares foram reportados por Millan-Trujillo et al. (2001,
p. 3) de 2,4 logip UFC/g. Nos tratamentos T2 e T3 os valores obtidos mostram que as duas
coberturas apresentam acéo antimicrobiana contra as bactérias psicréfilas ja no inicio (tempo

zero), mas nao ha diferencas estatisticas significativas (P>0,001) entre as duas coberturas.

Tabela 8 - Efeito das coberturas de quitosana e quitosana com trans-cinamaldeido sob as
bactérias psicrofilas no meldo minimamente processado armazenados a 4 °C durante 21 dias

Logig UFC/g de Bacteérias psicrofilas
Tratamento Tempo de armazenamento (dias)
0 3 7 14 21
T1 (M) 2,32+0,68" 1,71+0,31" 2,44+0,90" 355+043" 6,16 +0,29"

T2 (MQ) 1,14+0,19° 1,00+0,00° 1,11+0,30° 1,32+0,60° 1,31 +0,46"
T3(MQT)  1,04+0,10° 1,00+0,00° 1,19+0,36° 171+118° 1,75+0,83"

Fonte: Propria do autor (2012).
M: Meldo minimamente processado.
MQ: Meldo minimamente processado com cobertura de quitosana.
MQT: Meldo minimamente processado com cobertura de quitosana e trans-cinamaldeido.
Os valores sdo a media de 4 determinacdes com suas respectivas duplicatas (n=8) + desvio padrao.
* Os valores sdo a media de 2 determinagdes com suas respectivas duplicatas (n=4) + desvio padrao.
Limite de deteccdo: 1 logyo (UFC/g).
Os valores que estdo na mesma coluna que sdo seguidas de pelo menos uma letra igual sdo significativamente
iguais (P<0,001).
A reducdo inicial de bactérias psicrofilas com as coberturas comestiveis foi de
1,18 ciclos logio (50,9 %) para T2 (MQ) e de 1,28 ciclos logi (55,2 %) para T3 (MQT).
Durante os 21 dias de armazenamento observou-se (Tabela 8 e Figura 10), que
ocorreu crescimento destas bactérias no controle T1 (M), chegando até 6,16 log;o UFC/g 0
gue ndo aconteceu nos melGes com cobertura T2 (MQ) e T3 (MQT), que tiveram
crescimentos que chegaram somente até 1,31 logyy UFC/g e 1,75 logi, UFClg
respectivamente. Apesar de ndo existir uma diferenca estatisticamente significativa na acao
antimicrobiana entre as duas coberturas, 0 T3 (MQT) apresentou um aumento de bactérias

psicrofilas de 0,71 ciclos logso, quando comparado a T2 (MQ) que aumentou 0,17 ciclos logio



69

desde O até 21 dias, sugerindo que possivelmente o trans-cinamaldeido diminui a atividade

antimicrobiana na cobertura T3 (MQT).

Krasaekoopot e Mabumrung (2008, p. 554) conseguiram reduzir as contagens de

bactérias psicréfilas até o limite de deteccdo utilizado no seu experimento (100 UFC/g = 2

logip UFC/g) durante todo o tempo de armazenamento do meldo minimamente processado,

utilizando uma cobertura de metil celulosa (3%) - quitosana> (1,5 e 2%). Comparando esses

resultados a presente pesquisa cujo limite de deteccdo do método é 10 UFC/g (1 logio UFC/g),

ressalta-se que € muito importante trabalhar com limites de deteccdo mais baixos, para

realmente poder observar diferencas entre as coberturas aplicadas.

Figura 10 - Efeito das coberturas de quitosana e quitosana com trans-cinamaldeido sob o
crescimento de bactérias psicrofilas em meldo minimamente processado
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Fonte: Propria do autor (2012).

M: Meldo minimamente processado.

MQ: Mel&o minimamente processado com cobertura de quitosana.

MQT: Meldo minimamente processado com cobertura de quitosana e trans-cinamaldeido.

Os valores s8o a media de 4 determinacBes com suas respectivas duplicatas (n=8) + desvio padrao.

Os valores para T1 (M) séo a media de 2 determinag¢fes com suas respectivas duplicatas (n=4) £ desvio
padrdo.
Limite de deteccdo: 1 log;o UFC/g.

N&o hd uma norma que regule a presenca de bactérias psicrofilas em alimentos

minimamente processados, embora estes sejam muito importantes nestes tipos de produto,

> Quitosana de baixo peso molecular (KRASAEKOOPT; MABUMRUNG, 2008, p. 553).



70

devido a sua capacidade de crescer a temperaturas de refrigeracéo, e porque algumas espécies
sdo capazes de sintetizar enzimas pectoliticas que degradam a parede celular, ocasionando
amolecimento nos tecidos e consequentemente a perda de textura.

Contagens de bactérias psicréfilas entre 10° e 10 UFC/g afetam a qualidade
visual de produtos minimamente processados (BARRIGA et al., 1991 apud BASTOS, 2004,
p. 109). Com 21 dias de armazenamento (Tabela 8 e Figura 10) observa-se elevada contagem
de bactérias psicrofilas para T1(M), contudo para T2 (MQ) e T3 (MQT) estas foram inferiores
a 2 logio UFC/g.

4.4.3 Coliformes totais e E. coli

No tempo zero de armazenamento (Tabela 9), existem diferencas estatisticamente
significativas (P<0,001) entre o controle T1 (M) e os tratamentos T2 (MQ) e T3 (MQT), que
sdo os melBes com coberturas, porém, ndo ha diferencas estatisticas significativas (P>0,001)
entre as duas coberturas. A contagem inicial de coliformes totais para o controle T1 (M) foi de
2,53 logip UFC/g. Valores praticamente iguais foram reportados por Ruiz-Cruz et al. (2010, p.
5).

N&o se detectou a presenca de E. coli durante todo o tempo de estudo, tanto em
T1(M), T2 (MQ) e T3 (MQT), atendendo aos critérios microbioldgicos do processo de
higiene para frutas minimamente processadas, segundo a comissao reguladora da Europa (EC)
N° 2073/2005, que estabelece valores de 2 log UFC/g para E. coli (EUROPA, 2005, p. 27).

Tabela 9 - Efeito das coberturas de quitosana e quitosana com trans-cinamaldeido sob
coliformes totais no meldo minimamente processado armazenados a 4 °C durante 21 dias

Logio UFC/g de Coliformes totais
Tratamento Tempo de armazenamento (dias)
0 3 7 14 21
T1 (M) 2,53+0,32* 1,06+0,17* 1,00+0,00°0 1,000,00° 1,00 + 0,00°

T2 (MQ) 1,00+0,00° 1,00 £0,00° 1,00+0,00*° 1,00+0,00° 1,00 +0,00°
T3(MQT)  1,04+0,11° 1,00£0,00° 1,12+022° 106+0,17° 1,00+ 0,00°

Fonte: Prépria do autor (2012).

M: Meldo minimamente processado.

MQ: Meldo minimamente processado com cobertura de quitosana.

MQT: Meldo minimamente processado com cobertura de quitosana e trans-cinamaldeido.

Os valores séo a media de 4 determinages com suas respectivas duplicatas (n=8) + desvio padrao.

Limite de detec¢do: 1 logy, (UFC/g).

Os valores que estdo na mesma coluna que sdo seguidas de pelo menos uma letra igual sdo significativamente
iguais (P<0,001).
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As reducdes iniciais de coliformes totais, conseguidas ao aplicar as coberturas T2
(MQ) e T3 (MQT) foram 1,53 ciclos logiy (60,5 %) e 1,49 ciclos logiy (58,9 %),
respectivamente (Figura 11).

Krasaekoopot e Mabumrung (2008, p. 556) reportaram que reduziram 3,8 ciclos
logso quando aplicaram uma cobertura de metilcelulosa (3%) - quitosana>® (1,5 e 2 %) em
meldo minimamente processado. Esta maior reducdo obtida por estes pesquisadores pode ser
explicada pelo fato de que a contagem inicial de coliformes totais no seu controle foi de 4,8
logio UFC/g, e neste experimento a contagem inicial no controle foi de 2,53 log;o UFC/g.
Com a cobertura de quitosana a contagem obtida atingiu o limite de deteccdo que é 1 log
UFC/g.

Figura 11 - Efeito das coberturas de quitosana e quitosana com trans-cinamaldeido sob o
crescimento de coliformes totais em meldo minimamente processado
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Fonte: Propria do autor (2012).

M: Meldo minimamente processado.

MQ: Meldo minimamente processado com cobertura de quitosana.

MQT: Meldo minimamente processado com cobertura de quitosana e trans-cinamaldeido.

Os valores sdo a media de 4 determinagdes com suas respectivas duplicatas (n=8) + desvio padrdo.
Limite de detec¢do: 1 log,o UFC/g.

Durante o armazenamento refrigerado para T1(M) ocorreu uma reducao de 1,47
ciclos logso entre 0 e 3 dias, e a partir deste a populacdo de coliformes totais atingiu 1 log
UFC/g até o final da estocagem, ndo ocorrendo diferenca estatistica (P>0,001) entre o

*® Quitosana de baixo peso molecular (KRASAEKOOPT; MABUMRUNG, 2008, p. 553).
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controle e as duas coberturas (Tabela 9 e Figura 11). Estes valores diferem dos reportados por
Ruiz-Cruz et al. (2010, p. 5), que no final de armazenamento refrigerado a 5 °C, os coliformes
chegam a uma populacdo de 1,9 log UFC/g nos meldes minimamente processados com
coberturas de quitosana® (1%) — amido (1%), quitosana (2,5%) — amido (0,5%) e com
quitosana (1,5%).

Na Figura 11 observa-se que a o tratamento T3 (MQT) apresenta uma reducao em
sua acdo antimicrobiana quando comparado a T2 (MQ), indicando que possivelmente o trans-

cinamaldeido nas condic¢des do experimento reduz a atividade antimicrobiana da quitosona.

4.4.4 Bolores e leveduras

A contagem inicial de bolores e leveduras no meldo sem cobertura (controle) T1
(M) é de 1,50 logip UFC/g. Valores diferentes para meldo minimamente processado foram
reportados por Ruiz-Cruz et al. (2010, p. 6) de 0,6 logio UFC/g e por Millan-Trujillo et al.
(2001, p. 3) na ordem de 3 log;p UFC/g de leveduras.

Tabela 10 - Efeito das coberturas de quitosana e quitosana com trans-cinamaldeido sob
bolores e leveduras no meldo minimamente processado armazenados a 4 °C durante 21 dias

Logio UFC/g Bolores e leveduras
Tratamento Tempo de armazenamento (dias)
0 3 7 14 21
T1 (M) 1,50 £0,29" 1,20+0,25° 1,24+0,28° 3,40+0,46% 6,13+0,32"

T2 (MQ) 1,00 +0,00° 1,00+0,00° 1,00+0,00° 1,18+0,34° 1,04+0,11°
T3(MQT)  1,00+0,00° 1,00+0,00° 1,00+0,00° 1,00+0,00° 1,00+ 0,00

Fonte: Prépria do autor (2012).

M: Meldo minimamente processado.

MQ: Meldo minimamente processado com cobertura de quitosana.

MQT: Meldo minimamente processado com cobertura de quitosana e trans-cinamaldeido.

Os valores séo a media de 4 determinages com suas respectivas duplicatas (n=8) + desvio padrao.

* Os valores sdo a media de 2 determinagdes com suas respectivas duplicatas (n=4) + desvio padrao.

Limite de detec¢do: 1 logyo (UFC/g).

Os valores que estdo na mesma coluna que sdo seguidas de pelo menos uma letra igual sdo significativamente
iguais (P<0,001).

Para os mel6es com cobertura T2 (MQ) e T3 (MQT) o valor obtido foi 1,00 logio

UFC/g. Ao analisar os resultados obtidos no tempo zero (Tabela 10), conclui-se que a acéo

*” Tipo de quitosana n&o foi expecificado.
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antimicrobiana das coberturas é significativa (P<0,001) quando comparada ao controle, mas
entre as duas coberturas nao ha diferencas estatisticamente significativas (P>0,001).

Segundo os critérios microbioldgicos, as frutas sem tratamento térmico néo
devem exceder de 6 log UFC/g para leveduras (IFST, 1999 apud ROJAS-GRAU et al.,
2007h, p. 262); segundo a legislacdo espanhola o limite legal para leveduras é 5 log;o UFC/g e
o limite dos bolores é 3 logio UFC/g (BART et al., 2009, p. 163). Nossos valores para T2
(MQ) e T3 (MQT) estdo dentro destes limites durante todo o tempo de armazenamento.

A reducdo inicial de bolores e leveduras conseguida com as coberturas
comestiveis atingiu o limite de deteccdo (1 logiy UFC/g) do método empregado,
correspondendo a 0,5 ciclos logi (33,3 %) tanto para T2 (MQ) como para T3 (MQT).

Os resultados obtidos mostram (Figura 12 e Tabela 10) que no controle T1 (M) os
bolores e leveduras cresceram durante 21 dias até 6,13 log;o UFC/g e no caso de T2 (MQ) se
observa um aumento no tempo 14 para 0,18 log;p UFC/g e em T3 (MQT) ndo se detectou

crescimento durante todo o tempo de armazenamento.

Figura 12 - Efeito das coberturas de quitosana e quitosana com trans-cinamaldeido sob o
crescimento de bolores e leveduras em meldo minimamente processado
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Fonte: Propria do autor (2012).

M: Mel&o minimamente processado.

MQ: Meldo minimamente processado com cobertura de quitosana.

MQT: Meldo minimamente processado com cobertura de quitosana e trans-cinamaldeido.

Os valores sdo a media de 4 determinagfes com suas respectivas duplicatas (n=8) + desvio padréo.

Os valores para T1 (M) séo a media de 2 determinacgdes com suas respectivas duplicatas (n=4) + desvio
padrao.

Limite de deteccdo 1 log;qg UFC/g.
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Ruiz-Cruz et al. (2010, p. 7) obtiveram valores de 2 logiy UFC/g no final do
armazenamento dos melGes minimamente processados recobertos com coberturas de
quitosana>® [quitosana (1%) — amido (1%), quitosana (2,5%) — amido (0,5%) e com quitosana
(1,5%)], Krasaekoopot e Mabumrung (2008, p. 554) com uma cobertura de metil celulosa
(3%) — quitosana® (1,5 e 2 %) conseguiram reduzir as contagens de bolores e leveduras até o
limite de detec¢cdo do método utilizado (2 logio UFC/Q).

A acdo antimicrobiana dos O6leos essenciais adicionados nas coberturas
comestiveis ¢ eficiente quando estes sdo adicionados nas coberturas de alginato para cobrir
meldes minimamente processados obtendo-se uma reducdo da populacdo inicial como
também inibicdo do crescimento de bolores e leveduras (RAYBAUDI-MASSILIA;
MOSQUEDA-MELGAR; MARTIN-BELLOSO, 2008, p. 318). Rojas-Grau et al. (2007b, p.
262) observaram também que quando se adicionavam 06leos essenciais a cobertura de puré de
magcé-alginato se obtinha a¢do antimicrobiana sob bolores e leveduras.

Nesta pesquisa pode-se observar que a atividade antimicrobiana de T2 (MQ) e de
T3 (MQT) é devida principalmente a quitosana e em menor grau ao trans-cinamaldeido, em
funcdo do aumento da atividade antimicrobiana observada na cobertura com o trans-
cinamaldeido.

Dutta, Dutta e Tripathi (2004, p. 24), reportam que a quitosana tem acdo
fungistatica, sendo este comportamento observado nos mel6es com cobertura de quitosana.

A quitosana inibe o crescimento micelial e a esporulagcdo ou ambos estados de
desenvolvimento dos fungos (RAMOS-GARCIA et al., 2010, p. 47). A inibigdo consiste na
aderéncia da quitosana na membrana plasmatica dos fungos devido as interacdes eletrostaticas
entre as cargas positivas da quitosana e das cargas negativas dos fosfolipidios formadores da
membrana (EL GHAOUTH et al., 1992, p. 778), desta maneira a quitosana ocasiona uma
filtracdo através da membrana até chegar ao citosol. Uma vez dentro desta, afeta 0 mecanismo
homeostético, que consiste em regular a concentracdo de Ca®* dentro da célula, ocasionando
instabilidade até sua morte. Porém, nem todos os fungos apresentam a mesma sensibilidade a
quitosana, decorrente da composicdo dos fosfolipidios da membrana e particularmente da
natureza de suas cargas (PALMA-GUERRERO et al., 2008, 2009, 2010, p. 547, 593, 2238).

Nos 0leos essenciais, o principal modo de a¢ao do cinamaldeido contra os fungos
é a inibicdo celular (HYLDGAARD; MYGIND; MEYER, 2012).

*® Tipo de quitosana néo foi expecificado.
>® Quitosana de baixo peso molecular (KRASAEKOOPT; MABUMRUNG, 2008, p. 553).



75

45 EXPERIMENTO 2: ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DAS COBERTURAS DE
QUITOSANA E DE QUITOSANA COM TRANS-CINAMALDEIDO NO MELAO
MINIMAMENTE PROCESSADO INOCULADO COM E. coli ATCC 25922™

Na Tabela 11 e Figura 13 sdo apresentados os resultados do efeito das coberturas
testadas nos meldes inoculados com E. coli.

As coberturas de quitosana e quitosana com trans-cinamaldeido no meldo
minimamente processado inoculado com E. coli ATCC 25922™ tiveram efeito
antimicrobiano estatisticamente significativo (P<0,001) quando comparado ao controle T4
(Mlg), uma vez que no tempo zero (logo apos a aplicacdo da cobertura), observou-se uma
diminuicao de 4,48 ciclos logio (75 %) para T5 (MIgQ) e 4,34 ciclos logig (72,7 %) para T6
(MIgQT). As diferencas encontradas entre estas coberturas ndo sdo estatisticamente
significativas (P>0,001), demonstrando que a adicdo de trans-cinamaldeido na cobertura de

quitosana nas condicdes deste experimento ndo melhorou a atividade antimicrobiana.

Tabela 11 - Sobreviventes de E. coli em meldo minimamente processado recobertos com
cobertura de quitosana e quitosana com trans-cinamaldeido armazenados a 4 °C durante 21
dias

Logio UFC/g de sobreviventes de E. coli
Tratamento Tempo de armazenamento (dias)
0 3 7 14 21
T4 (Mlg) 597 +0,10° 5,76+0,17° 4,60+0,41° 451+0,70° 3,49 + 0,65

T5 (MIQ) 1,49+0,37° 1,04+0,11° 1,00+0,00° 1,22+0,35° 1,46+0,51°
T6 (MIgQT)  163+0,33" 131+036" 132+037"° 137+041" 156066

Fonte: Prépria do autor (2012).

MIg: Meldo minimamente processado inoculado com E. coli.

MI:Q: Meldo minimamente processado inoculado com E. coli e com cobertura de quitosana.

MIEQT: Meldo minimamente processado inoculado com E. coli e com cobertura de quitosana e trans-
cinamaldeido.

Os valores séo a media de 4 determinages com suas respectivas duplicatas (n=8) + desvio padrao.

Limite de deteccdo: 1 logyo (UFC/g).

Os valores que estdo na mesma coluna que sdo seguidas de pelo menos uma letra igual sdo significativamente
iguais (P<0,001).

As reducdes nas contagens iniciais de E. coli ATCC 25922™ no presente estudo
podem ser atribuidos a acdo antimicrobiana da quitosana e ndo as condi¢des de anaerobioses,
que poderiam ter sido geradas pela cobertura comestivel de quitosana aplicada no melédo
minimamente processado, uma vez que E. coli é anaerobica facultativa e o trans-cinamaldeido

adicionado ndo mostrou nenhum efeito significativo.
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No tratamento T4 (Mlg) (controle), observou-se que durante o armazenamento
refrigerado (4 °C) do meldo inoculado com E. coli ATCC 25922™ ha uma diminuicdo da
populacédo de E. coli de 5,97 logio UFC/g (tempo zero) a 3,49 log;o UFC/g (21 dias) (Tabela
11) correspondendo a 2,48 ciclos logi,. Raybaudi-Massilia (2007, p. 174) reportou uma
diminuicdo de 2,77 ciclos log;o em maga minimamente processada inoculada com E. coli
0157:H7 (CECT 4267)* durante os trinta dias de armazenamento refrigerado (5°C).

Figura 13 - Efeito da cobertura de quitosana e quitosana com trans-cinamaldeido
sob o crescimento de E. coli em meldo minimamente processado inoculado com E.
coli
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Fonte: Propria do autor (2012).

MIg: Meldo minimamente processado inoculado com E. coli.

MI:Q: Meldo minimamente processado inoculado com E. coli e com cobertura de quitosana.

MI:QT: Meldo minimamente processado inoculado com E. coli e com cobertura de quitosana e trans-
cinamaldeido.

Os valores séo a media de 4 determinaces com suas respectivas duplicatas (n=8) + desvio padréo.
Limite de detec¢do: 1 log,o UFC/g.

Quando analisamos as contagens de E. coli durante o tempo de armazenamento
refrigerado (4°C) no mel4o minimamente processado e inoculado com E. coli ATCC 25922™
para os tratamentos TS5 (MIgQ) e T6 (MIgQT), observamos que existe uma diminuigcdo da
populacdo de 0,03 ciclos logio para T5 (MIgQ) que era inicialmente de 1,49 log;o UFC/g e de
0,07 ciclos logio para T6 (MIgQT), que inicialmente era de 1,63 log;o UFC/g. Como no
controle observou-se uma diminuicdo das contagens desta bactéria, as reducbes nos

80 Cepa de Escherichia coli da colecdo espanhola de cultura tipo (RAYBAUDI-MASSILIA, 2007, p. 168).
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tratamentos T5 (MIeQ) e T6 (MIeQT) podem ser atribuidas ao armazenamento refrigerado (4
°C) e a agdo antimicrobiana das coberturas aplicadas.

Durante todo o tempo de armazenamento ndo existiu diferencas significativas
(P>0,001) entre as duas coberturas, portanto, a adi¢do de trans-cinamaldeido nas condicfes da
presente pesquisa ndo melhorou a atividade antimicrobiana da cobertura base. Raybaudi-
Masilia (2007, p. 173) reportou que ao adicionar o cinamaldeido® (0,5% v/v) na cobertura de
alginato — acido malico para cobrir ma¢d minimamente processada inoculada com E. coli,
encontrou maior efetividade antimicrobiana do que o controle utilizado®. Nesta pesquisa
observou-se que a partir do terceiro dia de armazenamento ndo foi detectada E. coli durante os
trinta dias de armazenamento, sendo o limite de deteccdo deste método de 2 logig UFC/g.
Comparando os resultados obtidos no presente estudo com os de Raybaudi-Masilia (2007, p.
173) observa-se que durante todo o tempo de armazenamento os valores sdo menores do que 2
logio UFC/g (Figura 13) e superiores ao limite de deteccdo que foi 1 log;o UFC/g. Em estudos
com antimicrobianos € importante utilizar métodos que apresentem alto limiar de deteccéo

das contagens, a fim de avaliar corretamente sua acao.

4.6 EXPERIMENTO 3: ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DAS COBERTURAS DE
QUITOSANA E DE QUITOSANA COM TRANS-CINAMALDEIDO NO MELAO
MINIMAMENTE PROCESSADO INOCULADO COM L. innocua ATCC 33090

Nos mel6es minimamente processados inoculados com L. innocua ATCC 33090,
e com cobertura de quitosana T8 (MI_Q) pode ser observado no tempo zero (apds aplicacédo
da cobertura) (Tabela 12 e Figura 14) uma reducdo da populacdo de L. innocua de 1,68 ciclos
logio (31,6 %), e 0os com cobertura de quitosana com trans-cinamaldeido T9 (MI_QT) uma
reducdo de 1,86 ciclos logio (35 %), quando comparado ao controle T7 (MI,). Estes valores
ndo apresentam diferencas significativas (P>0,001) entre as coberturas utilizadas para este
tempo. Estes resultados demonstram que a adicdo de trans-cinamaldeido na cobertura de
quitosana nas condicOes deste experimento ndo melhora significativamente o efeito

antimicrobiano.

®. Trans-cinamaldeido e sindnimo de Cinamaldeido (U.S. DEPARTMENT OF HEALTH & HUMAN
SERVICES, 2004, p 14).

62" Maca minimamente processada somente com cobertura foi utilizado como controle (RAYBAUDI-MASILIA
2007, p. 173).
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Tabela 12 - Sobreviventes de L. innocua em meldo minimamente processado recobertos com
cobertura de quitosana e quitosana com trans-cinamaldeido armazenados a 4 °C durante 21

dias
Logio UFC/g de sobreviventes de L. innocua
Tratamento Tempo de armazenamento (dias)
0 3 7 14 21
T7 (M1Y) 532+0,19° 577+0,11° 7,72+1,00° 842+0,59° 8,68+ 0,43
T8 (MILQ) 364+0,34" 343+028" 359+0,71° 398+125"° 4,99+0,59
TO(MILQT) 346+0,21° 346+0,20° 388+160° 398+0,60° 440+1,03

Fonte: Propria do autor (2012).

MI_: Meldo minimamente processado inoculado com L. innocua.

MI_Q: Meldo minimamente processado inoculado com L. innocua e com cobertura de quitosana.

MI_QT Meldo minimamente processado inoculado com L. innocua e com cobertura de quitosana e trans-
cinamaldeido.

Os valores sdo a media de 4 determinac@es com suas respectivas duplicatas (n=8) + desvio padrao.

Limite de deteccdo: 1 logyo (UFC/g).

Os valores que estdo na mesma coluna que sdo seguidas de pelo menos uma letra igual sdo significativamente
iguais (P<0,001).

Como a L. innocua é anaerobica facultativa, as reducdes nas contagens iniciais
desta bactéria no presente estudo podem ser atribuidas a acdo antimicrobiana da quitosana, e
ndo as condigdes de anaerobioses que poderiam ter criado a cobertura comestivel de quitosana
aplicada no meldo minimamente processado.

No meldo minimamente processado inoculado com L. innocua ATCC 33090, T7
(MIy.) (controle), pode ser observado que durante o tempo de armazenamento a populagédo de
L. innocua aumenta de 5,32 log;o UFC/g para 8,68 log;o UFC/g, correspondendo a 3,36 ciclos
logip até o dia 21. Estes dados constatam que Listeria pode crescer a temperatura de
refrigeracéo (4 °C), porém resultados diferentes foram reportados por Raybaudi-Massilia et al.
(2009b, p. 242) que observaram uma populacdo constante de L. monocytogenes em macas
minimamente processadas imersas em agua (controle), armazenadas a 5 °C por 30 dias.

Os crescimentos de L. innocua durante o tempo de armazenamento nos
tratamentos T8 (MI.Q) e T9 (MI_QT) foram de 1,35 ciclos logyy e 0,94 ciclos logio,
respectivamente (Figura 14), evidenciando que as coberturas tém um efeito inibitorio
limitado, uma vez que esta consegue crescer; portanto sua acdo € bacteriostatica. O trans-
cinamaldeido néo apresentou melhoria significativa na agdo inibitoria sobre L. innocua

durante o tempo de armazenamento.
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Figura 14 - Efeito da cobertura de quitosana e quitosana com trans-cinamaldeido
sob o crescimento de L. innocua em meldo minimamente processado inoculado
com L. innocua
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Fonte: Propria do autor (2012).

MI_: Meldo minimamente processado inoculado com L. innocua.

MI_Q: Meldo minimamente processado inoculado com L. innocua e com cobertura de quitosana.
MI_QT: Meldo minimamente processado inoculado com L. innocua e com cobertura de quitosana com
trans-cinamaldeido.

Os valores sdo a media de 4 determinagdes com suas respectivas duplicatas (n=8) + desvio padréo.
Limite de deteccdo: <1 log;o UFC/g.

A cobertura de quitosana apresentou menor efeito contra L. innocua (Gram-
positiva) do que contra E. coli (Gram-negativa). Segundo Chung et al. (2004, p. 936) e Li,
Feng e Yang (2010, p. 148), as bactérias gram-positivas mostram uma menor hidrofobicidade
e também apresentam menores cargas negativas na superficie da célula, o que ndo favorece a
uma boa interagcdo com a quitosana e, por conseguinte tem uma menor atividade

antimicrobiana contra elas.

5 CONSIDERACOES GERAIS

A falta de sinergismo no efeito antimicrobiano entre a quitosana e 0 trans-

cinamaldeido na cobertura testada pode ser atribuida a varios parametros:
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a natureza quimica do trans-cinamaldeido, uma vez que os 6leos essenciais e seus
compostos ativos contem uma ampla gama de substancias volateis, as quais poderiam
dispersar-se na superficie dos frutos e afetar sua capacidade de inibir os
microrganismos (HERNANDEZ-ALVARADO et al. 2011, p. 132; BAGAN-TOMAS
2009, p. 17);

as interacbes da quitosana com trans-cinamaldeido, porque a quitosana pode reagir
mediante pontes de hidrogénio com os terpenos dos 6leos essenciais, afetando a
atividade antimicrobiana das misturas (MAYACHIEW et al., 2010, p. 129;
HERNANDEZ-ALVARADO, 2011, p. 133);

os dois antimicrobianos podem atuar direta ou indiretamente sobre a membrana
plasmatica provocando interagdes que reduzem a solubilidade do terpeno ativo
(BASSOLE E JULIANI 2012, p. 3998);

a quantidade de oOleo essencial assim como a relacdo de 6leo/polimero no filme ou
cobertura, porgque quando o polimero tem uma intensa atividade antimicrobiana (como
a quitosana contra bactérias gram-negativas), a incorporacdo de 6leo reduz esta
atividade devido a reducdo efetiva da concentracdo disponivel do polimero. Porém, a
atividade antimicrobiana é reforcada quando o 6leo essencial é mais ativo do que o
polimero, tal como no caso dos filmes de carboidratos contra bactérias Gram positivas.
Quando o polimero ndo tem atividade antimicrobiana, o efeito antimicrobiano dos
6leos essenciais geralmente incrementa-se com o aumento da relagéo 6leo/polimero na
cobertura base (SANCHEZ-GONZALES et al., 2011, p. 1309);

a temperatura utilizada, uma vez que a temperatura de 21 °C em amostra de agua, o
trans-cinamaldeido apresentou maior efeito antimicrobiano do que a baixas
temperaturas (4 a 8 °C). Este comportamento é atribuido a diferenca existente nos
perfis de acidos graxos e na fluidez da membrana bacteriana, ocasionando mudangas
na membrana da célula bacteriana (que € o primeiro alvo para a atividade
antimicrobiana do trans-cinamaldeido), podendo potencialmente interferir na acédo
antibacteriana deste composto (CHARLES et al., 2008, p. 769; BASKARAN et al.,
2010, p. 128);

ao método utilizado para o preparo da cobertura comestivel com 6leos essenciais ou
seus compostos ativos, existindo na atualidade muitas variagdes e que apresentam
diferentes resultados (XING et al., 2011, p. 1444, 1446; OJAGH et al., 2010a, p. 162,
164; OJAGH et al., 2010b, p. 193; WANG et al., 2011, p. 12412).
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6 CONCLUSOES

— Os resultados obtidos na determinagdo da CIM e CBM para o trans-cinamaldeido
contra Escherichia coli (ATCC 25922 ™) e Listeria innocua (ATCC 33090) sugerem
uma acdo bactericida e bacteriostatico, respectivamente.

— A cobertura de quitosana (2%) e quitosana (2%) com trans-cinamaldeido (0,05%)
apresentaram atividade antimicrobiana sobre a microbiota prépria do meldo, nédo
ocorrendo diferenca estatistica significativa entre ambas.

— A cobertura de quitosana com trans-cinamaldeido quando comparada a de quitosana
apresentou menor atividade antimicrobiana frente as bactérias mesofilas, psicrofilas e
coliformes, entretanto maior agdo contra bolores e leveduras, apesar de ndo ser
significativo estatisticamente.

— As duas coberturas empregadas no meldo mostraram exercer atividade antimicrobiana
sobre Escherichia coli (ATCC 25922 ™) e Listeria innocua (ATCC 33090), ndo
eliminando totalmente a quantidade de bactérias e ndo sendo estatisticamente
diferentes entre si.

— A cobertura elaborada com 2% de quitosana de médio peso molecular apresentou
maior acdo antimicrobiana contra Escherichia coli (ATCC 25922 ™) (Gram -) do que
contra Listeria innocua (ATCC 33090) (Gram +).

— A adicdo de trans-cinamaldeido (0,05%) na cobertura de quitosana (2%) néo
apresentou maior eficiéncia da a¢do antimicrobiana com relagdo aos microrganismos

avaliados.
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APENDICES

APENDICE D - Analise da variancia dos experimentos

Analise de variancia (ANOVA) para o experimento 1
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Quadrado médio

Bactérias ) Coliformes Bolores
Tratamentos GL ) Bactérias .

aerdbias o totais e e

. psicrofilas )

mesofilas E. coli leveduras
Tratamentos 2 18,16491206*  25,98836073* 1,18911000* 20,61704104*
Tempo de armazenamento 4 1,68998200* 9,72624469*  1,21683000*  9,72636365*

7,46880977*

Tratamento X Tempo de armazenamento

8 0,80483766* 3,99190675*  1,2441000*

Fonte: Prépria do autor (2012).

*P<0,001

Analises de variancia (ANOVA) para 0 experimento 2

Tratamentos GL | Quadrado médio

2 166,2344775*
4 2,9069492*
2,9428910*

Tratamento
Tempo de armazenamento
Tratamento X Tempo de armazenamento 8

Fonte: Propria do autor (2012).

*P<0,001
Analise de variancia (ANOVA) para o experimento 3
Tratamentos GL | Quadrado médio
Tratamentos 2 145,6217508*
Tempo de armazenamento 4 15,6028179*

Tratamento X Tempo de armazenamento 8 3,9024842*

Fonte: Propria do autor (2012).
*P<0,001



